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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Bonn 


Das Pantothensiurebediirfinis der Hefe 


Von 
A. BETZ 


Mit 4 Textabbildungen 
(Hingegangen am 29. Juni 1959) 


Hefezellen kénnen sich in einem aus anorganischen Salzen und 
Zucker bestehenden Garansatz nur dann reichlich vermehren, wenn 
die Zahl der zur Einsaat benutzten Zellen nicht allzu gering bemessen 
wird (WixLprerRs 1901). [Zur Bedeutung dieses Befundes fiir das Ver- 
sténdnis der Kontroverse zwischen Lirpie (1870) und Pastrur (1872) 
vgl. auch SCHOPFER (1949)]. Aber schon kleinste Hefemengen sind zu 
unbeschrankter Vermehrung fahig, wenn ihnen in Ergainzung der 
allbekannten Nahrstoffe zusatzlich noch Wuchsstoffe in geringer Menge 
geboten werden. Diese Bios-Wuchsstoffe, wie WiLprERs (1901) die 
Gesamtheit dieser Wachstumsfaktoren nannte, lassen sich z.B. mit 
kochendem Wasser aus Hefezellen extrahieren. 

Die Arbeitskreise um Wi~tiams und Las MILLER (vgl. auch Cop- 
PING 1929, ausfithrliche Literaturangaben bei ScnopreR 1949 und 
Ripret-BatpEs 1955) isolierten in den DreiBigerjahren eine Reihe 
wasserloslicher Vitamine, welche fiir das Wachstum der Hefe, oder 
genauer fiir das Gedeihen einzelner Hefestamme, unerlaBlich sind. 
Eines dieser Vitamine nannten WiLiiaAmMs, LyMAaNn, GooDYEAR, 
TRUESDAIL u. Hortrpay (1933) wegen seiner weiten Verbreitung in 
Lebewesen und deren Produkten ,,Pantothensaure*‘ oder kurz ,,Panto- 
then‘‘ (Wi~LraMs 1941). 

Dieses Vitamin ist identisch mit dem Kiicken-Anti-Dermatitis-Faktor (W1L- 
LIAMS u. Magor 1940). Pantothensaure erwies sich als fordernder Wachstumsfaktor 
fiir eine Reihe von Hefestammen (WILLIAMS u. SAUNDERS 1934; Arkin, WILLIAMS, 
Scuurtz u. Frey 1944; Wixen, Som u. Suuzer 1954; WinpiscH u. Hersst 1958), 
ebenso fiir Milchséurebakterien (SNELL, STRONG u. PETERSON 1938), fiir Diphtherie- 


bacillen (MUELLER u. Kiortz 1938) und andere Organismen (vgl. ScHoprErR 1949), 
ja sogar fiir das autotrophe Lebermoos Ricciocarpus natans (WILLIAMS u. RouR- 


MANN 1935). 

Eine Komponente der Pantothensadure ist 6-Alanin (WEINSTOCK, 
Mircuett, Prarr u. Witiiams 1939; Wriiiiams u. Mitarb. 1939; 
Mrrcuet u. Mitarb. 1940; Srriuer u. Mitarb. 1940a, b). Diese Amino- 


siure ist kein eigenstandiger Wachstumsfaktor, wie urspriinglich 
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angenommen worden war (vgl. Las Minter 1936; WILLIAMS u. 
RoHRMANN 1936; NreLsen u. Harreius 1938a), sondern nur wichtig 
als Bestandteil der Pantothensiure. Manche Hefen (WEINSTOCK u. 
Mitarb. 1939; WitiiaMs u. Mitarb. 1940) sind nur deshalb auf die 
Zufuhr von Pantothensiure angewiesen, weil sie kein f-Alanin syn- 
thetisieren kénnen. Dasselbe gilt fiir Diphtheriebacillen (MUELLER u. 
Kuorz 1938). - 

Die Pantothensiure ist lebenswichtig als Bestandteil des Coenzyms A 
(Noveti1, ScumetTz u. Kapitan 1954). Der Gehalt einer Hefe an 
Coenzym A la8t sich durch Zufuhr von Pantothensaure steigern 
(NovELLI u. LipMANN 1950). Bei einer Kulturhefe ist dies verstandlich, 
denn solche gelten als weitgehend auxoheterotroph; man wird diese 
Verallgemeinerung allerdings etwas einschrinken miissen (vgl. auch 
Wixkén; Som u. SULZER 1954). 

In eigenen Versuchen zeigte sich, da der von ATKIN, WILLIAMS, 
Scuuttz u. Frey (1944) (vgl. auch WERLE 1955) zur mikrobiologischen 
Bestimmung der Pantothenséure empfohlene Hefestamm zwar in dem 
von diesen Autoren benutzten Substrat auf die Zufuhr dieses Vitamins 
angewiesen war, nicht aber in einer von mir zusammengestellten, sehr 
einfachen Nahrlésung. Die Nahrlosung der amerikanischen Autoren 
enthalt zusatzlich zu den auch von mir benutzten Substanzen noch 
Citronensdure und Asparagin. Setzte ich dem Substrat Asparagin zu, 
so konnte die Hefe auch in meiner Nahrlésung nicht wachsen, es sei 
denn, man stellte ihr auch noch Pantothenséure zur Verfiigung. 
WILLIAMS u. ROHRMANN (1936) hatten gefunden, daf Pantothensaure 
ohne Asparagin ziemlich unwirksam ist: ,,The importance of panto- 
thenic acid could not have been discovered in an asparagin-free medium 
because in such a medium pantothenic acid alone is relatively in- 
effective‘. 

In meinen Versuchen aber wurde die Hefe erst durch das Asparagin 
abhangig von zugefiigter Pantothensaure. Im Gegensatz zu WILLIAMS 
u. RowRMANN (1936), welche Pantothensiure nur in Gegenwart von 
Asparagin wirksam fanden, war sie nach meiner Erfahrung nur in 
Gegenwart von Asparagin notwendig. 

Asparagin gilt als Antagonist des 6-Alanins (W1LLIAMS u. RouHR- 
MANN 1936; ATKIN u. Mitarb. 1944; Sarerr u. CHELDELIN 1945; vel. 
auch Stepp, KiHNAv u. SCHROEDER 1952 und Rrepen-BaupEs 1955). 
Allerdings vertraten NIELSEN u. HaRrExius (1938a, b, 1939) die gegen- 
teilige Ansicht, 6-Alanin sei nur wirksam in Gegenwart von Asparagin. 
Ks scheint sich hier um ein Sonderverhalten der Hefe bei Mangel an 
Aneurin und Biotin und vielleicht auch unter anderweitig gestérten 
Stoffwechselbedingungen zu handeln. (NrmLSEN u. Harrerius 1939; 
NIELSEN u. Daays 1940). Da meine Versuche den von WILLIAMS u. 
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RourMayn (1936) entdeckten Antagonismus zwischen f-Alanin und 
Asparagin vollauf bestiatigten, konnte die widersprechende Ansicht 
von NIELSEN u. Mitarb. unberiicksichtigt bleiben. Wenn demnach 
auch als sicher gelten kann, da Asparagin die Wirksamkeit des 
f-Alanins aufhebt, so bleibt trotzdem unverstandlich, weshalb die 
Pantothensaure nur in Gegenwart von Asparagin wirksam bzw. not- 
wendig sein sollte. WILLIAMS u. Mitarb. (1933, vgl. auch 1934, 1936) 
hatten die Wirksamkeit der Pantothensaure in einer asparaginhaltigen 
Nahrlésung entdeckt. Sollte das Asparagin erst die Hefe pantothen- 
sdurebediirftig werden lassen? Oder im Hinblick auf die antagoni- 
stische Wirkung gegeniiber f-Alanin: Sollte Asparagin nicht nur von 
auBen gebotenes 6-Alanin unwirksam machen, sondern auch innerhalb 
der Zelle die Pantothensaure blockieren, etwa indem es den inter- 
mediar entstehenden Baustein f-Alanin von seinen Reaktionsorten 
verdrangt ? 

Asparagin spielt eine zentrale Rolle im Eiwei8stoffwechsel und wird 
von vielen Pilzen (besonders als N- Quelle) verwertet (NIELSEN 1936; 
Harrevivs 1939; Moruss 1940; THorne 1953; Katrne 1955). Aller- 
dings scheint die Verwertung des Asparagins oft von der Heferasse 
abzuhangen, von der Versorgung mit Bios-Wuchsstoffen (NIELSEN 
1936; THoRNE 1953) oder von einer von auBen gebotenen Kohlen- 
hydratquelle (Morus 1953). Durch Abspaltung der Amidgruppe wird 
Asparagin zur Asparaginsdure und diese soll geradezu eine Vorstufe 
des f-Alanins sein (VITANEN, RinTaua u. LaInE 1938). Angesichts der 
Bedeutung des Asparagins schien es mir auBerordentlich unwahr- 
scheinlich, daB dieser Stoff die Synthese der Pantothensdure, eines 
ebenso allgemein verbreiteten und an zentraler Stelle in den Stoff- 
wechsel eingreifenden Stoffes, sollte behindern kénnen. Dieses Nicht- 
verstehen veranlaBte die vorliegende Untersuchung. 

Erst nach Abschlu8 der im folgenden geschilderten Experimente 
fand ich, daB eine wichtige Beobachtung zu diesen Problemen auch 
schon von NIELSEN u. Daeys (1940) gemacht und von NIELSEN u. 
E1strup (1940) und Harrerivs u. NIELSEN (1941) etwas weiter ver- 
folgt worden war. Leider fanden die dénischen Autoren keine Verbin- 
dung zu den Ergebnissen der amerikanischen Arbeitsgruppe (WIL- 
LIAMS u. Mitarb.), und so blieben die Beziehungen zwischen f-Alanin, 
Asparagin und Pantothensaure weiterhin undurchsichtig. 


I. Methodik 
1. Néhrlésung 


Die in meinen Versuchen verwendete Nahrlésung war urspriinglich fiir eine 
manometrische Messung des Gaswechsels wachsender Hefezellen zusammengestellt 
worden. Sie war auf einen ziemlich sauren py-Wert eingestellt, um eine Retention 
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von CO, niedrig zu halten, und enthielt viel Phosphat, um eine wirksame Pufferung 
zu erzielen. Die fertige Nahrlésung (im folgenden ,,Nahrlésung H*‘ genannt) ent- 
halt 1/4) Mol Phosphat, 4/3) Mol NH,* und 1/, Mol Glucose. Zur Bereitung der Nahr- 
lésung H werden gemischt und auf 11 aufgefiillt: 25 ml einer 1m Lésung von 
KH,PO,; 25 ml einer 1 m Lésung von NH,H,PO,; 25 ml einer 1/.m Lésung von 
(NH,),8O,; 10 ml einer #/, m Lésung von CaCl, - 6H,O; 10 ml einer '/; m Lésung von 
MgSO,:7H,O; 2mg MnSO,; 2 mg Fe,(SO,)3; 45 g Glucose; 25 mg Mesoinosit; 
250y Aneurin; 20 y Biotin; 250 y Pyridoxin. Der py-Wert dieser Lésung ist 4,3 bis 
4,4 (falls die Nahrlésung nicht besonders lange erhitzt wurde). 

Die Art und Zeitdauer des Sterilisierens wurde mannigfaltig variiert. Zur An- 
zucht der Impfsuspension vorgesehene Nahrlésungen wurden stets 2mal mit 24 Std 
Abstand 20 min in strémendem Dampf sterilisiert. Zur Kaltsterilisation wurden die 
Lésungen mit der Wasserstrahlpumpe durch ein Membranfilter (Membranfilter- 
Gesellschaft, Gottingen, Nr. 6) gesaugt und in zuvor trocken sterilisierten Kolben 
aufgefangen. 

Samtliche py-Messungen wurden mit der Platin-Wasserstoffelektrode vor- 


genommnien. 


2. Die Hefe 


Als hauptsachliches Versuchsobjekt diente der von Arkin, WILLIAMS, SCHULTZ 
u. Frey (1944) empfohlene Stamm von Saccharomyces carlsbergensis (Fleischmann 
Nr. 4228 American Type Culture Collection (ATCC) Nr. 9080). Um in allen Ver- 
suchen nur Abkémmlinge eines Klons zur Verfiigung zu haben, wurde nach der 
Verdiinnungsmethode eine Hinzell-Kultur isoliert. Im Verlauf der Untersuchungen 
wurde eine solche Isolierung aus der urspriinglichen Abimpfung wiederholt. Drei 
dabei gewonnene Staimme verhielten sich sowohl dem friiher isolierten Stamm 
gegeniiber als auch unter sich véllig gleich. 

Zur Erhaltung wurde die Hefe auf Biomalz-Agar gehalten. Dieser enthielt 
40 g Biomalz; 20g Agar; 1,5g KH,PO,; 0,5 g NH,H,PO, in 1000 ml H,O. Alle 
4 Wochen wurde in neue Reagensgliser abgeimpft. Die Kulturen blieben einige 
Tage bei 25°C und wurden dann im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. 

Jeweils 24 Std vor Beginn eines Versuches wurde eine Platindse Hefe von der 
Schragagarkultur entnommen und in Nahrlésung (30 ml in 300 ml fassenden 
Erlenmeyerkolben) eingeimpft, wo sie sich bis zum Versuchsbeginn auf der Schiittel- 
maschine vermehrte. Die Dichte der Impfsuspension wurde stets bestimmt. Auf 
eine Einstellung gleicher Dichte wurde aber verzichtet, um die Sterilitat nicht un- 
notig zu gefahrden. 

Zu einigen Versuchen wurden noch andere Hefen (bzw. Hefestiimme) heran- 
gezogen. Kine Abimpfung von Saccharomyces cerevisiae Stamm Frohberg und einige 
Wildhefen verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. B. Stmi®, Bonn. 
16 Stémme von Kulturhefen stellte mir dankenswerterweise Herr Prof. Dr. 8S. 
Winpiscu (Berlin) zur Verfiigung. 


3. Kulturbedingungen 


In den Versuchen wurden jeweils 5 Kolben in gleicher Weise beschickt. Jedes 
in den Tabellen enthaltene Ergebnis stellt das Mittel aus 5 Messungen dar. Samt- 
liche in einem Versuch aufgefiihrten Ergebnisse sind gleichzeitig gewonnen. Jeder 
Kulturkolben (100 ml-Erlenmeyerkolben mit Watteverschlu&8) enthielt 15 ml Nahr- 
lésung und wurde gleichmaBig mit 3'Tropfen Hefesuspension beimpft. Nach dem 
Impfen wurden die Kolben (bis zu 45) auf die Schiittelmaschine gebracht. Diese 
war in einem  staindig maBig beliifteten und auf 25°C gehaltenen Dunkelraum 
aufgestellt. Nach anfanglichen Versuchen mit alteren Modellen wurde eine zwei- 
stockige, runde Schiittelapparatur gebaut, welche die im Kreis aufgestellten Kolben 
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mit einer Frequenz von 90/min und einer Amplitude von 6 cm auf einer Kreisbahn 
hin- und herbewegt. Die Kolben wurden durch Gummischlauche festgehalten, 
welche als Radien der Schiittelplatten ~25 mm hoch iiber den Platten ausgespannt 
waren (s. Abb.1). So wurden die Kolben in einfachster Weise nach auBen gegen 
einen Rand aus Blech gedriickt und alle mit demselben Abstand vom Mittelpunkt der 
Platte und damit auBerordentlich gleichmaBig geschiittelt. Die Kolben standen nicht 
genau waagrecht, sondern etwas nach 
innen geneigt, denn den Schiittel- 
platten war an ihrem Rande ein 
schmaler Ring aus Schaumgummi 
aufgeklebt worden (s. Abb. 1). Auf 
diese Weise schwappte der Inhalt 
der Kolben nicht spritzend hin und 
her, sondern konnte in _ einer 
Kreisbewegung hin und zuriick 
schwingen. 

Anfanglich betrug die Wachstums- 
zeit bis zu 24 Std, in den spateren 
Versuchen einheitlich 15—16 Std. 

Die Bedingungen wurden nicht 
so weitgehend standardisiert, als daB 
es sinnvoll ware, die Ergebnisse ver- ih 
schiedener Versuchstage quantitativ Erlenmeye 
zu vergleichen. Es werden im | kolben 
folgenden nur solche Ergebnisse ver- 
glichen, welche in einem Versuchs- 
gang, am selben Tag, mit derselben 
Impfsuspension usw. gewonnen 


Rios Gumunischlauch, \ 
Messingaraht ges 


ne . 5 s \ 
worden waren. Selbstverstandlich hand aus Evsenblech Schiittelplatte 
konnten trotzdem auch aus zeitlich 
weit auseinanderliegenden _ Ver- Abb. 1. Schiittelmaschine. Oben: Schiittelplatte in 
suchen Hinweise gewonnen wer- Aufsicht. Unten Schiittelplatte im Schnitt 


den; aber als Ergebnis ausge- 

sprochen werden solche Erfahrungen nur nach eingehender Priifung in einem 
gemeinsamen Versuchsansatz, in welchem eben das jeweils zu Vergleichende 
nebeneinandergestellt werden konnte. 


4. Messung des Hefewachstums 


Das Wachstum der Hefe wurde im Zeiss-Photometer ,,Klko‘‘ am Lichtdurch- 
laB gemessen. Der im Photometer gemessene Durchlafigrad ist der Zellenzahl 
umgekehrt proportional. Es wurde die 1 em-Kiivette verwendet und das durch ein 
Blaufilter (S 42 E) hindurchtretende Licht der Gliihlampe eingestrahlt. Bei kraf- 
tigem Wachstum mute die Hefesuspension vor der Messung verdiinnt werden. 
Der Einheitlichkeit halber werden die Ergebnisse simtlicher Versuche mittels einer 
einmal gewonnenen Hichkurve auf Hefetrockengewicht umgerechnet mitgeteilt. 
Abb.2 zeigt diese Eichkurve. In dieser Verdiinnungsreihe entsprechen 100 y Hefe 
(Trockengewicht) 3,97 N und 76- 10° Zellen. Es sei aber betont, da die Werte 
dieser Kurve streng genommen nur fiir Material desselben Wachstums- und 
Ernahrungszustandes gelten. Waren die Versuchslésungen gefarbt, und das kam 
bei langere Zeit erhitzten Lésungen haufig vor, so wurde als Vergleichslosung bei 
der photometrischen Messung nicht Wasser, sondern eine unbeimpfte Probe der- 
selben Lésung verwendet. 
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Eine besonders charakteristische MeBgréBe fiir die Forderung des Hefewachstums 
durch Wuchsstoffe fand ALMOSLECHNER (1934) in der Generationsdauer, d.h. dem 


0 100 200 J00 400 44 /mt 500 
Hefe (Trackengewicht) 

Abb.2. Abhingigkeit des DurchlaBgrades von der Hefemenge. Zei8-Photometer ,,Elko“, Filter S 42 E, 

1 cm Kiivette 


zeitlichen Abstand zwischen zwei Zellteilungen. Fiir meine Fragestellung aber 
empfahl es sich, eine fiir Serienmessungen geeignete Methode zu wahlen, welche den 
gleichzeitigen Vergleich mehrerer Proben erlaubte. 


II. Versuchsergebnisse 


1. Asparagin hemmt das Wachstum der Hefe in einer heif 
sterilisierten Na&hrlésung 


In den ersten Versuchen erwies sich ein Zusatz von Pantothensaure 
als vollig unwirksam auf das Wachstum der Hefe. Dies wurde an 2 ver- 
schiedenen Stémmen festgestellt, Saccharomyces cerevisiae, Stamm 
,» Lrohberg*, und Saccharomyces carlsbergensis (ATCC Nr. 9080). Fiir die 
Hefe Frohberg bestatigte sich dieses Ergebnis auch unter anderen Ver- 
suchsbedingungen. Der von mir gepriifte Stamm von Saccharomyces 
carlsbergensis aber war gerade derjenige, welcher zur Bestimmung von 
Pantothensaiure empfohlen wird (ATKIN u. Mitarb. 1944; WERLE 1955). 
Er mu8te deshalb wohl auf Zugabe dieses Vitamins angewiesen sein, 
zumindest unter den speziellen Kulturbedingungen des vorgeschriebenen 
Testansatzes. 

In der Original-Naihrlésung von ATKIN u. a. ist die Hefe denn auch 
auf die Zufuhr von Pantothensiure angewiesen. Bei optimaler Versorgung 
mit Pantothensdéure gedeiht sie sogar in diesem Substrat besser als in 
meiner Nahrlésung H. Dies hat aber nichts mit dem Vitaminbediirfnis 
zu tun. Die Naihrl6sung H erlaubt schon ein besseres Wachstum, wenn 
man ihr NaOH zusetzt (4,5 ml n/10 NaOH je 100 ml) und so den 
pu- Wert auf etwa 5,5 bringt. Setzt man einen Citratpuffer zu, wie ihn die 
Nahrlésung nach ATKIN u. a. enthalt, so werden die Unterschiede im 
Hefewachstum gering (vgl. Spalte 3 u. 6 in Tab.1). Die Nahrlésung H 
ist physiologisch sauer. Wenn die Hefe nicht allein Ammoniumionen 
verbraucht, sondern daneben auch Citrat-Anionen aufnehmen kann, 
wird der pq-Abfall gemildert. 
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Die wesentlichsten Ergebnisse dieser ersten Versuche lassen sich 
folgendermaBen formulieren: 

1. Die heif sterilisierte Naihrlésung erlaubt der Hefe ohne Pantothen- 
sdurezusatz ein betrachtliches Wachstum (Tab. 1, Spalte 1). 

2. Asparagin hemmt in dieser Nahrlésung das Wachstum der Hefe 
nahezu vollig. Diese Hemmung wird auch durch einen Citratpuffer nicht 
wesentlich gemildert (Spalte 2 u. 4). 


Tabelle 1 
Ta aie ga, aii gta Ne 5 6 
Nahrlésung 
Substrat Nihrlésung H, heiB sterilisiert nach ATKIN 


u. Mitarb. 


Kalium-Citrat (5 mg/ml) 
Citronensdure (1 mg/ml) 


Zusatz 0 Asparagin Asparagin Asparagin 
1,875 mg/ml 1,875 mg/ml) 1,875 mg/ml 


Pantothen- | Pantothen- 
| siiure 1 y/mljsiure 1 y/ml 


Hefe-Trocken- 
gewicht nach 900 46 2480 17 3400 3880 
22 Std (y/ml) 


3. Enthalt die hei® sterilisierte Nahrl6sung H zusatzlich einen Citrat- 
puffer, so wird die Hefevermehrung ganz wesentlich gesteigert. Sie 
nahert sich dann der GréBenordnung nach derjenigen, welche man unter 
optimalen Wuchsstoff- und Nahrlésungsbedingungen (Spalte 6) erzielen 
kann, obwohl ja keine Pantothensaéure zugesetzt worden war (Spalte 3). 

4, Wird der mit Citratpuffer und Asparagin versehenen Nahrlosung H 
Pantothensaure zugesetzt, so vermehrt sich die Hefe noch etwas starker, 
d.h. ahnlich stark wie in der von ATKIN u. a. empfohlenen Nahrlosung 
(Spalte 5 u. 6). 

Diese Ergebnisse bestatigten sich auch in einer Reihe weiterer Ver- 
suche, deren ausfiihrliche Darstellung jedoch hier nur eine tiberfliissige 
Wiederholung bedeuten wiirde. Die Befunde stimmen grundsatzlich mit 
denen von WiLLiIaAMs u. RoHRMANN (1936) tiberein, nur die Betonung 
mu etwas anders gewahlt werden. Zwar haben die genannten Autoren 
Recht, wenn sie sagen ,,pantothenic acid alone (d. h. ohne Asparagin) is 
relatively ineffective’‘. In meinem Versuchsansatz ist sie nicht allein 
ziemlich unwirksam, sondern durchaus entbehrlich. Unbedingt not- 
wendig aber ist die Pantothenséure, wenn die Nahrlésung Asparagin 
enthalt. 

Unter meinen Versuchsbedingungen (asparaginfreie Nahrlésung H, 
heiB sterilisiert) kann die Hefe ihren Bedarf an Pantothensdure selbst 
decken. Man mii8Bte demnach annehmen, das Asparagin beraube die Hefe 
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der Fahigkeit zur Pantothensiuresynthese. Nun braucht der in meinen 
Versuchen verwendete Hefestamm (ATCC 9080) nicht das ganze Molekil 
der Pantothensaure, sondern begniigt sich mit der #-Alanin-Komponente 
(ATKIN u. Mitarb. 1944). Sollte meine Nahrlésung H f-Alanin enthalten 
(oder auch einen ahnlich gebauten Stoff, welcher dieses bei der Hefe 
ersetzen kann und ebenso durch Asparagin gehemmt wird), so waren die 
Befunde leicht verstaindlich. Witt1AMs, MosHER u. ROHRMANN (1936) 
hatten Pantothensaure in Maltosepraparaten gefunden. Sollte in meinen 
Versuchen f-Alanin als unerkannte Beimischung eingeschleppt worden 
sein ? 


2. Nur in heifp sterilisierter Nahrlésung gedeiht die Hefe ohne 
Zugabe von Pantothensdure 


Bei Versuchen, in denen die Nahrlésung nicht hei im strémenden 
Dampf, sondern durch Filtration kalt sterilisiert worden war, zeigte es 
sich, daB die Hefe in der kalt zubereiteten Nahrl6sung H nicht gedeiht. 
(Ein geringes und je nach Einsaatmenge verschiedenes Wachstum tritt 
stets auf; vgl. Wi~prers 1901.) 


Tabelle 2 

Nahrlésung Nahrlésung H 

Art der Sterilisation heiB kalt heiB kalt heiB | heiB 
gs 

_ Busatz 0 0 Asparagin 
Art der Sterilisation oy = on ialt neg =| alt 

des Zusatzes (zusam- (zusam- (getrennt) 

men) men) 

Hefe-Trocken- 
gewicht (y/ml) 380 60 55 46 70 70 


EKinen Vergleich des Hefewachstums in hei und in kalt sterilisierter 
Nahrlésung erlaubt der in Tab.2 wiedergegebene Versuch. Die Hefe 
wachst nur dann, wenn die Nahrlésung beim Sterilisieren erhitzt worden 
war und wenn sie kein Asparagin enthalt. Es kann demnach nicht etwa 
6-Alanin als Verunreinigung eingeschleppt worden sein, denn sonst miiBte 
es ja auch in der kalt zubereiteten Naihrlésung wirken. Es ist auch auBer- 
ordentlich unwahrscheinlich, daf Asparagin innerhalb der Zelle die 
Synthese der Pantothensaure sollte blockieren kénnen. Am naheliegend- 
sten ist folgende Vermutung: Beim Erhitzen der Nahrlésung entsteht 
ein Stoff, welcher die Hefe in die Lage versetzt, ihren Bedarf an Panto- 
thensaure selbst zu decken; dieser Stoff wird, ebenso wie f-Alanin, 
durch gleichzeitig gebotenes Asparagin unwirksam gemacht. Ist diese 


Vermutung richtig, dann muB es gelingen, den wirksamen Stoff anzu- 
reichern. 


we) 
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3. Durch Einwirkung von Hitze auf die Néhrlésung entsteht 
ein Wirkstoff des Hefewachstums 


Entsteht im Sinne der oben formulierten Arbeitshypothese beim 
Erhitzen meiner Nahrlésung H ein das Wachstum férdernder Stoff, so 
liegt es nahe, Lésungen zu vergleichen, welche verschieden lange und auf 
verschieden hohe Temperaturen erhitzt wurden. Tab.3 zeigt das Ergebnis 
eines solchen Versuches. 


Tabelle 3 
Nahrlésung Nahrlésung H 
re eee 4 30 min 120min 30 min 60 min 
Sterilisation kalt 100° C 100°C | 120°C 120°C kalt 
Ca-Panto- 
Zusatz 0 0 0 0 0 thenat 
(50 y/100 ml) 

Hefe-Trocken- 
gewicht (j/ml) 36 36 160 55 260 276 


Nach langerem Erhitzen bzw. nach Einwirkung héherer Temperatur 
auf die Nahrlosung wird ein betrachtlich besseres Wachstum erzielt. Die 
Hefevermehrung ist bei der stairkst erhitzten Nahrlosung fast dieselbe 
wie bei Zugabe einer etwa optimalen Dosis Pantothensdure. Die Vor- 
gange, welche beim Erhitzen einer Nahrlosung, trotz Fehlen der sonst 
unerlaBlichen Pantothensaure, die Bedingungen fiir ein kraftiges Wachs- 
tum der Hefe schaffen, sind begleitet vom Auftreten braun gefarbter 
Substanzen und von einer Abnahme des pqy-Wertes. In spateren Ver- 
suchen wurde der Abfall des py-Wertes durch Zugabe von NaOH aus- 
geglichen. Tab.4 stellt einen derartigen Versuch dar. 


Tabelle 4 
Nahrlésung Nahrl6sung H 
ae Ne % | 2+ 20min | 2 - 60 min |2 - 120 min/ 2 - 20 min 2-60 min |2-120min 
See eotton Kale 100°C | 100°C | 100°C | 120°C | 120°C | 120°C 
pu-Wert nach 
d. Sterilisation 4,34 49071-4416 | 4.11 | 4,04 | 3,88 |, 48:67 
pu-Wert nach 
d. Regulation 4,34 4,27 4,43 4,45 4,42 4,35 4,32 
Hefe-Trocken- | 
gewicht (y/ml) 84 102 288 324 _ 500 1580 1220 
Die Dauer des Erhitzens und die Hohe der Temperatur wirken sich 


auf den py-Wert der Nahrlosung und auf das spatere Wachstum der 
Hefezellen véllig gleichsinnig aus. Mit langerer oder auch intensiverer 
Warmeeinwirkung auf das Substrat sinkt der pq-Wert und steigt die 
Ausbeute an Hefe. DaB sich die in der letzten Spalte aufgefiihrte Probe 
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etwas abweichend verhalt, stort dieses Ergebnis nicht wesentlich. Es ist 
von vornherein nicht anzunehmen, daB ein férderndes Prinzip mit 
wachsender Menge stets gleichmaBig steigernd wirken miiBte. Bei Ver- 
suchen mit anderen Hefestimmen ergaben sich Hinweise darauf, daB 
beim Erhitzen einer Nahrlésung auch Stoffe auftreten, welche das Hefe- 
wachstum ungiinstig beeinflussen. 

Meine Versuchsergebnisse stiitzen zwar die Vermutung, da8 beim 
Erhitzen der Nahrlésung ein Stoff entsteht, welcher das Hefewachstum 
ahnlich fordert wie eine Darbietung von Pantothensaure, sie stellen aber 
noch keinen schliissigen Beweis dafiir dar. Man kénnte immer noch 
damit rechnen, daB durch die Hitzeeinwirkung schidliche Stoffe zer- 
stért wurden. 

Um diesen Einwand auszuschlieBen, wurde ein Versuch ahnlich dem 
vorhergehenden angesetzt, also wiederum mit verschieden lang erhitzten 
Nahrlésungen. Zusatzlich wurde aber nun jeweils ein Teil dieser erhitzten 
Lésungen entnommen und mit frischer, also nicht erwirmter Nahrloésung 
verdiinnt. Keimfreiheit wurde durch anschlieBende Filtration erzielt. 
Tab.5 stellt diese Versuchsanordnung und ihr Ergebnis dar. 


Tabelle 5 


Nahrlésung Nahrlésung H 


Art des 2-20 min 2-60 min 2-120 min 
Erhitzens bei 120° C bei 120°C bei 120° C 
Anteil der | / 
erhitzten | 0°, | 100%,| 10%/. | 2%) | 100%, | 10% | 2%/, | 100%, | 10%/, | 2%, 


Nahrlosung | | 
pu-Werte 


vor der 4,26 | 3,92 | 3,80 3,61 
Regulation | | / 


pu-Werte | | 

nach der 4,26 | 4,30 | 4,29 | 4,28 | 4,32 4,30 | 4,29 | 4,31 | 4,27] 4,26 

Regulation | | | 

Hefe-Trok- | | | | 

kengewicht | 44 227) 44°) 40) 1880 72 | 54 1700 | 16468 
(y/ml) 


Die nur 2 + 20 min erhitzte Nahrlésung ist nur wirksam, wenn sie unver- 
diinnt verwendet wird. Dagegen ist eine sehr schwache Férderung noch 
in der 1. Verdiinnungsstufe der 2 - 60 min erhitzten Lésung zu bemerken. 
Kindeutig festzustellen ist dieser Effekt in der 2-120 min erhitzten 
Lésung. Dieser Versuch macht es sehr wahrscheinlich, daB beim Erhitzen 
der Nahrlésung tatsaichlich ein Stoff entsteht, welcher das Wachstum 
der Hefe auch ohne Zugabe von Pantothensdure erméglicht. Absolut 
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sichere Beweise fiir diese Annahme erbringen die weiter unten zu erwah- 
nenden Versuche, in welchen das fordernde Prinzip durch Methanol und 
Athanol extrahiert und frischer Nahrlosung zugesetzt werden konnte. 

Langeres Erhitzen oder die Anwendung hoherer Temperatur erzeugt 
(bis zu einem gewissen Grade) grdBere Mengen dieses Stoffes. Er ist 
durch zwei Higenschaften charakterisiert: 1. Dieser Stoff kann bei Sac- 
charomyces carlsbergensis (9080) die zum Wachstum erforderliche Panto- 
thensaure ersetzen. 2. Asparagin hebt seine Wirksamkeit auf. 


4. Die Entstehungsbedingungen des Wuchsstoffes 


Wie schon gezeigt, entsteht der das Hefewachstum férdernde Stoff 
beim Erhitzen der Nahrlosung. Seine Menge wachst (in gewissen Grenzen) 
mit der Temperatur und der Einwirkungszeit der Hitze. Um nahere 
Hinsicht in die Art dieses Stoffes zu gewinnen, schien es zundchst lohnend 
zu prifen, welche Komponenten der Nahrlésung iiberhaupt zugegen sein 
miussen, wenn er entstehen soll. Dazu wurden einzelne Bestandteile der 
Nahrlosung in verschiedenen Kombinationen erhitzt; der Rest wurde 
kalt sterilisiert, bzw. der erhitzten Losung zugegeben und die fertige 
Nahrlésung zur Entkeimung durch ein Membranfilter gesaugt. Einen 
derartigen Versuch gibt Tab.6 wieder. 


Tabelle 6 
Glucose + KH,PO, 0 
4 NH,H,PO, \Gowe 0 
gesamte TE) ea 
Erhitzt Nahr- |-+ (NH,)280, | 0 0 0 
Wesuné | + CaCl, - 6 H,0 | 0 0 0 0 
micht erhitzt 0 der jeweilige Rest zur vollen Nahrlésung Rance 
Hefe-Trocken- | 
gewicht (y/ml) 227 194 178 177 254 40 36 


Der Wirkstoff des Hefewachstums entsteht, wenn Glucose und ein 
Ammonsalz zusammen erhitzt werden. Die anderen Salze der Nahrlosung 
sind ohne Einflu&. Dies beweist unter anderem auch der folgende Versuch, 
welchen Tab.7 wiedergibt. 

In einem spateren Versuch zeigte sich, daB auch Ammonchlorid anstatt 
Ammonsulfat verwendet werden kann. Es gentigt demnach, wenn 
Glucose und irgendein Ammonsalz zusammen erhitzt werden, um das 
dem Hefewachstum forderliche Prinzip entstehen zu lassen. 

Eine konzentrierte wuchsstoffhaltige Nahrlo6sung wurde gewonnen, 
indem 90 g/L Glucose, m/20 (NH,),SO, und n/2000 H,SO, 3 Std auf 
120°C erhitzt wurden. Diese Lésung vertragt es ohne allzu groBe Ver- 
luste an Aktivitat, wenn sie im Vacuum bei etwa 80°C eingeengt wird. 
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Es konnte durch anschlieBendes Trocknen im Vacuumexsiccator tiber 
konz. Schwefelsiure ein vollig trockenes Pulver gewonnen werden. 
Sowohl dem noch wasserhaltigen Sirup als auch dem trockenen Pulver 
1aBt sich die Hauptmenge der Aktivitét nicht durch Athylather ent- 
ziehen. Dagegen erwiesen sich Athanol und Methanol als einigermaen 
brauchbare Extraktionsmittel. 


Tabelle 7 
i 
Glucose 
Erhitzt : gesamte + 449 M + "Yao M + "Yeo M 
(2 Std bei 2. Nihrlésung | (NH,).S0, | (NH,)2.80, | NH,H.PO, 
120° C) + 4/,,M 
KH,PO, 
nur kurz 
1/, Std oo 0 Der jeweilige Rest zur vollen Nahrlésung 
F Niahrlésung 
bei 100° C 
Fs eden tata a bee Rieke ESSE fe Et 
Hefe-Trocken- , | 
gewicht (y/ml) 65 212 236 | 206 144 


Von diesem Pulver wurde je 1g mit 50 ml Methanol, Athanol oder 
Isopropanol unter gelegentlichem Umschiitteln 24 Std bei Zimmertem- 
peratur gehalten. AnschlieBend wurde dekantiert und das Lésungsmittel 
im Vacuum abgesaugt. Sowohl der Trockenriickstand der Extrakte als 
auch das extrahierte Pulver wurden jeweils in Nahrlésung aufgenommen. 
Methanol brachte etwas mehr als die Halfte der wachstumsférdernden 
Substanz in Lésung, Athanol etwa die Halfte, wihrend beim Isopropanol 
die Hauptmenge im Riickstand verblieb. Darin, daB sich das wachstums- 
fordernde Prinzip durch diese Lésungsmittel extrahieren und einer nur 
kalt sterilisierten Nahrlésung zusetzen lieB, ist der S. 11 erwahnte end- 
giiltige Beweis dafiir zu sehen, daB tatsaichlich beim Erhitzen der Nahr- 
losung ein Wuchsstoff entsteht und nicht etwa ein zuvor vorhanden 
gewesener Hemmstoff zerstort wird. 

Der Versuch, durch fraktionierte Methanolextraktion den Wuchsstoff von der 
Hauptmenge des Zuckers zu befreien, brachte kein befriedigendes Ergebnis. Es 
war dabei notwendig, die gewonnenen Extrakte mehrfach einzuengen (Vakuum, 
50°C). Das schlieBlich gewonnene Konzentrat wirkte auf das Wachstum nicht 
fordernd (auch nicht in Verdiinnung), sondern im Gegenteil deutlich hemmend. 
Dies erinnert an die Erfahrungen von WinuiaAMs u. TRUESDAIL (1931), welche 
beobachteten, daf in der Kleie von Reis beim Lagern ein Hemmstoff auftrat; 
dieser entstand in gleicher Weise auch beim Lagern eines Methanolextraktes aus 
Reiskleie. Auch Fries (1938) beobachtete, da& beim Einengen einer Nahrlésung 
Stoffe entstanden, welche das Wachstum von Polyporus-Mycel hemmten. 

: Durch Vacuumdestillation (bei etwa 60°C) gewonnene Konzentrate aus erhitzter 
Nahrlésung wiesen im Hefetest eine hohe physiologische Aktivitat auf. Im Papier- 
chromatogramm zeigten sie Flecken, welche sowohl Zucker- als auch Ninhydrin- 
reaktion geben. Hryns u. Koon (1952; vgl. auch Hnyns 1957) hatten beobachtet, 
dafS aus Fructose (in geringerem MaBe auch aus Glucose) und Ammoniak schon 
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bei etwa 40°C Aminozucker entstehen, insbesondere Isoglucosamin. Dieser Amino- 
zucker ist durch die Untersuchungen von Kuun u. Haas (1956; vgl. auch Kun 
1957) zuganglich geworden. Nach der Vorschrift dieser Autoren von mir syntheti- 
siertes d-Isoglucosaminacetat, ebenso aber auch eine von Herrn Professor Dr. 
R. Kuxn freundlicherweise zur Verfiigung gestellte Probe, erwiesen sich jedoch als 
Zusatz zu einer kalt sterilisierten Nahrlésung als véllig unwirksam. Dasselbe gilt 
fiir im Handel erhaltliches d-Glucosamin (Schuchardt) und Galaktosamin (Roth). 

Zufallig fand ich noch eine zweite Entstehungsart fiir einen Stoff, welcher im 
Hefetest wie der in meiner Nahrlésung gefundene Wuchsstoff wirkt. Bei einem 
wiederholten Versuch, nach WryaGanp (1940) hergestelltes d-Tolyl-d-isoglucosamin 
nach der Vorschrift von KuxHN u. Haas (1956) katalytisch zu hydrieren, erhielt ich 
(nach griindlichem Waschen mit Ather und Athanol) nur einen Bruchteil der zu 
erwartenden und in einem friiheren Versuch auch erzielten Ausbeute. Dafiir enthielt 
die letzte Waschfliissigkeit nach dem EKindampfen einen dunklen Riickstand, 
welcher sich im Hefetest als ebenso wirksam wie mein Nahrlésungswuchsstoff 
erwies. Weshalb die Reaktion in diesem zweiten Ansatz anders verlief, ist mir nicht 
bekannt. Méglicherweise hatte ich die Hydrierung (mit behelfsmaBiger Apparatur) 
etwas zu lange ausgedehnt. Hine chemische Identifizierung des wirksamen Stoffes 
ist mir auch hier bisher nicht gelungen. 


5. Pantothensdure kann bei Saccharomyces 
carlsbergensis (9080) durch B-Alanin ebenso ersetzt werden 
wie durch den beim Erhitzen der Nd&hrloésung 
entstehenden Wuchsstoff 

Der von mir benutzte Hefestamm ist nicht auf Pantothensdure an- 
gewiesen, sondern gedeiht auch mit /-Alanin (ATKIN u. Mitarb. 1944; 
SARETT u. CHELDELIN 1945). Eine Nachpriifung, ob die mir zur Ver- 
fiigung stehende Hefe sich gegentiber 6-Alanin und Pantothensaure noch 


Tabelle 8 
Nahrlésung Nihrlésung H, kalt sterilisiert 
Pantothensaure B-Alanin 
Zusatz ae 
10-8 |5-10-* | 10-7 | 5- 10-7 |10-*M| 10-8 |5-10-*| 10-7 | 5 - 10-7 |10-¢m ty) 


Hefe-Trocken- 


sewicht (7/ml) 1230 tan 45 | 47 | # 1210 ea 45 


57 | 130 | 520 


so verhalt, wie dies von den genannten Autoren vor Jahren festgestellt 
worden war, erschien mir auf jeden Fall notwendig; auSerdem aber 
sollte gepriift werden, ob B-Alanin die Pantothensaure im molaren Ver- 
haltnis ersetzen kann, oder ob vielleicht ein groBer UberschuB an dieser 
Aminosiure notwendig ist, wie es Wrkin u. AcTHE (1958) bei einer 
Kultur-Weinhefe beobachteten. 

- Getrennte Versuche mit Pantothensdéure und f-Alanin zeigten, dab 
eine starkere Konzentration als 10-6 Mol bei jedem von beiden Stoffen 
keine wesentliche und regelmaBige Férderung mehr bringt. (Selbstver- 
staindlich braucht diese Angabe fiir andere als unsere speziellen Bedin- 
gungen nicht zu gelten.) Tab.8 stellt einen Versuch dar, in welchem 


Here 
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einmal f-Alanin und einmal Pantothenséure (als Ca-Pantothenat) in 
verschiedener Verdiinnung geboten wurden. (Die Angaben zur Molaritat 
sind auch beim Ca-Pantothenat lediglich auf die Pantothensaure bezogen!) 

Man sieht, bei unserem Hefestamm kann f-Alanin die Pantothensdure 
vollig ersetzen und ist ahnlich wirksam, denn gleiche molare Mengen 
zeitigen ungefahr gleiche Wirkungen. 

Wie gleichsinnig sich Pantothensaure, $-Alanin und der beim Erhitzen 
der Nahrlésung entstehende Wuchsstoff auf das Wachstum der Hefe 
auswirken, geht besonders deut- 
lich noch aus einer anderen 
Versuchsanstellung hervor. Mit 
2- 10-7 Mol Pantothensaure vor- 
kultivierte Hefe wurde in grobe 
Erlenmeyerkolben (750ml Inhalt, 
150 ml Nahrlésung) eingeimpft, 


J000 


ee von denen jeweils 5 Pantothen- 
siure (10° Mol), #-Alanin 
2000 (10-6 Mol) baw. das S. 11/12 be- 
schriebene Nahrlésungskonzen- 


trat enthielten. Diesen Kolben 
aus erhitzter | wurden in regelmaBigen Zeit- 
/ Wahrlisung absténden Proben entnommen 
und so das Hefewachstum in der 
Zeit verfolgt. Das Ergebnis ist in 
Abb.3 dargestellt. Die Hefe be- 
ginnt in allen drei Substraten 
vollig einheitlich zu wachsen. 
a eS I Std. 2¥ Dai in unserem Nahrlésungs- 
Abb. 3. Wachstum der Hefe (Stamm 9080) in konzentrat nicht dieselbe Menge 
verschiedenen Substraten. Anzucht in pantothen- : : . 
siurehaltiger (2 - 10-7 Mol) Niihrlésung an Hefezellen gebildet wird wie 
in den beiden genauer definierten 
Lésungen, mag verschiedene Griinde haben. Zuniichst ist nicht be- 
kannt, wieviel vom wirksamen Stoff das Nahrlésungskonzentrat ent- 
halt, obwohl ich aus anderen Versuchen der Auffassung war, eine 
tiberoptimale Menge davon geboten zu haben. AuSerdem enthialt dieses 
Konzentrat eine Vielzahl von Stoffen, und es gibt einige Hinweise, daB 
sich darunter auch solche befinden, welche das Wachstum der Hefe 
ungunstig beeinflussen. 

Wenn, nicht allein unser Nahrlésungswuchsstoff, sondern ebenso das 
-Alanin bei der Hefe dieselbe wachstumsfordernde Wirkung zeitigt wie 
Pantothensaure, so ist es durchaus denkbar, da der beim Erhitzen der 
Nahrlésung entstandene Stoff nicht die Pantothensiure selbst, sondern 
nur das f-Alanin, als Baustein der Pantothensiuresynthese, zu ersetzen 
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vermag. Kine enge Beziehung unseres Nahrlésungswuchsstoffes zum 
f-Alanin ist um so wahrscheinlicher, als die Wirksamkeit beider Substan- 
zen durch Asparagin aufgehoben wird. Es bietet sich folgende Alter- 
native an: 1. Der gesuchte Stoff ist B-Alanin oder eine diesem nahe- 
stehende Verbindung, aus welcher die Hefe solches leicht herstellen kann, 
oder 2. der gesuchte Stoff befahigt die Hefezelle zur Synthese des 
B-Alanins, zu der unser Hefestamm ja an sich nicht fahig ist. 

Fiir die erste Annahme spricht die Tatsache, daB unser gesuchter 
Wirkstoff durch Asparagin gehemmt wird. Sollte die zweite Alternative 
zutreffen, so wiirde dieser Stoff die Hefe zu einer Synthese befaihigen, zu 
der andere Hefestimme ohne weiteres in der Lage sind, einer Synthese, 
welche aber bei unserem Hefestamm nur in Gegenwart dieses Stoffes und 
nur in Abwesenheit von Asparagin méglich ist. 

Ist unser Wirkstoff nicht mit 6-Alanin identisch oder seiner chemischen 
Konstitution nach mit ihm verwandt, so ware es ein seltsamer Zufall, 
wenn er ebenso wie dieses durch Asparagin in seiner Wirksamkeit 
gehemmt wiirde. Leicht verstandlich allerdings ware eine solche Paralle- 
litat, wenn Asparagin nicht nur von au8en zugefiihrtes 6-Alanin von 
seinen Reaktionsorten verdringen oder auf andere Weise unwirksam 
machen wiirde, sondern auch das in der Zelle selbst im Zuge der Panto- 
thensauresynthese gebildete 6-Alanin inaktivieren koénnte. Dann aber 
ware zu erwarten, daf Asparagin seine Hemmwirkung auch bei anderen, 
beziiglich des §-Alanins autotrophen Stammen zeigen miiBte. 


6. Antagonisten des B-Alanins und des beim Erhitzen 
der Nadhrlésung entstehenden Wuchsstoffes 


Der beim Erhitzen der Nahrlosung entstehende Wuchsstoff kann 
B-Alanin ersetzen und wird ebenso wie dieses durch Asparagin in seiner 
Wirksamkeit gehemmt. Ein genaueres Studium dieser Hemmwirkung, 
aber auch das Verhalten des Wuchsstoffes gegenitiber anderen Ant- 
agonisten, des f-Alanins, kénnte vielleicht einen Einblick in seine Natur 
erlauben. 

Fir das Verstindnis der Wirkungsweise des Asparagins muBte zu- 
nachst gepriift werden, ob etwa nur das Amid oder auch die freie Saure 
wirksam ist. Tab.9 zeigt die hemmende Wirkung beider Stoffe gegeniiber 
f-Alanin. Man sieht, Asparaginsaure ist ebenso wirksam wie das Aspara- 
gin selbst. 

Genau so antagonistisch verhalten sich Asparagin und Asparaginsaure 
aber nicht nur gegentiber dem f-Alanin, sondern auch gegen den beim 
Erhitzen der Nahrlésung entstehenden Wuchsstoff (Tab.10). Auch hier 
sind beide gleichermafen wirksam. Sollte allerdings unsere Hefe zu einer 
ahnlich energischen Desamidierung von Asparagin fahig sein, wie die von 
Kattne (1955) untersuchte Wildhefe Endomycopsis vernalis, so ware es 
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immer noch denkbar, daB nicht Asparagin selbst, sondern die rasch 
daraus gebildete Asparaginsiure das wirksame Agens darstellt. Weiter 
unten zu besprechende Versuche, bei welchen die Antagonisten nicht in 
groBem UberschuB, sondern in abgestuften Konzentrationen geboten 


Tabelle 9 


Nahrlésung Nihrlésung H, kalt sterilisiert 


6-Alanin 0 10-* Mol 
"so Mol 1/59 Mol 
Antagonist 0 0 Asparagin Asparaginsiure 


Tee yi re a ee eee ey a a a eS 
Hefe-Trocken- | | | 
gewicht (y/ml) 312 840 236 


346 


wurden, lassen aber diese Vorstellung auBerordentlich unwahrscheinlich 
erscheinen. 

Zur Beurteilung der Hemmwirkung ist es wiinschenswert, zu wissen, 
welche Mengen des Antagonisten notwendig sind, um #-Alanin unwirk- 
sam zu machen. Tab.i11au.b gibt diese Verhaltnisse bei zwei ver- 

schiedenen Konzentra- 
Tabelle 10 tionen von /-Alanin wieder. 
In dem Versuch der 


Nahrlésung Niahrlésung H, hei® sterilisiert A 
Asparagin | Asparaginsadure Tab. 11a war eine so be- 
hee ° | 1/59 Mol */s9 Mol trichtliche Menge an f-Ala- 
Hofe:Trocket | nin zugesetzt worden, daB 
gewicht (y/ml) | 500 | 60 | 110 ein recht kraftiges Wachs- 


tum zu erwarten war. 
Asparagin vermochte diese freudige Vermehrung der Hefe erst dann zu 
bremsen, wenn es in so groBem Uberschu8 zugesetzt wurde, da auf 
jedes Molekil f-Alanin 10000 Molekiile Asparagin zugegen waren. Ein 
nur tausendfacher Uberschu8 vermochte keinen merklichen EinfluB 
auszuiiben. 

Die im Versuch der Tab. 11a zugesetzte Menge an #-Alanin kann 
als etwa optimal gelten. Die Wirkung miifte aber scharfer faBbar werden, 
wenn nur eine suboptimale Menge des Vitamins zur Verfiigung stand. 
Dies ist der Fall in dem Versuch, welchen die Tab. 11b wiedergibt. Eine 
vollige Hemmung des Hefewachstums wird auch hier erst erzielt, wenn 
Asparagin in etwa 10000fachem Uberschu8 zugegen ist. Bei einem Ver- 
haltnis 6-Alanin: Asparagin = 1:1000 ist zwar schon eine recht deutliche 
Wirkung, aber noch keine véllige Hemmung festzustellen. 

In kauflichen Praiparaten von Asparagin mu8 man mit einer nicht 
unbetrachtlichen Verunreinigung durch Asparaginsiure rechnen (Mo- 
THES 1953). Ks schien mir deshalb méglich, die dem Asparagin zu- 
geschriebene Wirkung kénnte nur der Asparaginsiure zukommen, was 
auf Grund ihrer gréBeren strukturchemischen Ahnlichkeit mit dem 
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6-Alanin verstandlich ware. Dann miiBte aber Asparaginsdure schon in 
wesentlich geringerer Konzentration dieselbe Wirkung zeitigen wie 
Asparagin. Dies ist nicht der Fall; auch die Asparaginsdure vermag die 
wachstumsférdernde Wirkung des f-Alanins erst dann vollig aufzuheben, 
wenn sie in 10000fachem Uberschu8 geboten wird (Tab. 12). 


Tabelle 11a 


Nahrlésung Nihrlésung H, kalt sterilisiert 
B-Alanin 0 | 10~* Mol 
Asparagin 0 0 Bs 10-7 | i | 10-* | Lo 10-3 |10-2 Mol 
Hefe-Trocken- | | | 
gewicht (y/ml) 66 | 1350 | 1200 | 1280 | 1390 | 1420 | 1310 | 88 
Tabelle 11b 
Nahrlésung Nahrlésung H, kalt sterilisiert 
6-Alanin 0 | 10-7 Mol 
Asparagin 0 | o | to | 10° 10-* | 10-* | 10-?Mol 
Hefe-Trocken- | | 
gewicht (y/ml) 46 | 780 780 | 760 | 380 92 30 


Asparagin und Asparaginsdure sind demnach beide gleich wirksam als 
Antagonisten des $-Alanins. Wenn Asparaginséure als Antagonist des 
B-Alanins erst bei etwa demselben Uberschu8 wirksam wird wie das 
Asparagin, dann ist es auch nicht wahrscheinlich, daB erst durch Des- 
amidierung freigesetzte Asparaginsdure das eigentlich wirksame Agens 


Tabelle 12 
Nahrlésung Nahrlésung H, kalt sterilisiert 
B-Alanin 0 10~-* Mol 
Asparaginsdure 0 | 0 tO | LGA | One | 105? l -10-* Mol 
Hefe-Trocken- | | | | | | 
gewicht (y/ml) 41 960 | 1080 | 680 970 26 28 


darstellt. Man miiBte dann der kleinen beim Impfen zugesetzten Hefe- 
menge eine geradezu enorme Leistungsfaihigkeit bei der Desamidierung 
von, Asparagin zutrauen, was trotz des von Karine (1959) kiirzlich nach- 
gewiesenen recht betrachtlichen Amidspaltungsvermégens von Hefen 
doch sehr unwahrscheinlich ist. 

Nach Niexsen (1940, 1943) gilt auch die 6-Aminobuttersaure als 
Antagonist des 6-Alanins. Eine ebensolche antagonistische Wirkung wird 
der Propionsdure bei Escherichia coli (WRicuT u. Skuaes 1946) und bei 
dem Hefestamm Nr. 9371 (ATCC) zugeschrieben (KinG u. CHELDELIN 
1948). Glutaminsaure soll ebenso als Antagonist des 6-Alanins 2 andere 
Hefestamme (Nr. 9369 und 9373 ATCC) hemmen, wahrend sie andere 
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Hefen auch in Gegenwart von f-Alanin férdern soll. Es ist tibrigens auf- 
fallend, daB sich unter diesen geforderten Hefen gerade ein Stamm 
befindet, welcher des 6-Alanins bediirfen und der auf Propionsaure als 
Antagonist des B-Alanins ansprechen soll. Nach den Erfahrungen von 
Hitron u. Mitarb. (1958) ist damit zu rechnen, daB auch eine Reihe von 
chlorierten aliphatischen Sauren, welche als Herbicide dienen, das 
B-Alanin in seiner Wirksamkeit beeintrachtigen. Nretsen, HARTELIUS 
u. JOHANSEN (1944) fanden eine antagonistische Wirkung gegeniiber 


Tabelle 13a 
Nahrlésung Nahrlésung H, kalt sterilisiert, mit 10-® Mol f-Alanin 
"Iso Mol | 1/59 Mol ) 1/49 Mol 
Antagonist 0 Asparaginsaure Glutamin Glutaminsaure 
Pantothensaure 0 0 | 10-* Mol 0 | 10~* Mol | 0 / 10~* Mol 
Hefe-Trocken- | | | 
gewicht (y/ml) 2260 | 99 | 1960 | 85 | 2200 | 102 | 1770 
Tabelle 13b 
Nihrl6sung Nihrlésung H, kalt sterilisiert, mit 10~* Mol f-Alanin 
1/,)Mol 1/5) M 1 1 
. ? so Mol /so Mol /s9 Mol 
rt ae ” B-Amino- Propionsiiure a-Alanin Serin 


buttersiure 


Pantothensaure 0 0 | 10~*° Mol 0 10~* Mol 0 


Hefe-Trocken- | | 


110-*Mol| 0 — |10-*Mol 
| 
gewicht (y/ml) | 1580| 9 , 960] 19 | 1640] 21 | 1100} 36 | 1400 


$-Alanin bei einer ganzen Reihe von «-Aminosauren. SchlieBlich haben 
auch g-Alanin und Serin eine chemische Struktur, welche etwas Ahnlich- 
keit mit derjenigen des /-Alanins aufweist. Ich priifte deshalb, ob Pro- 
pionsdure, Glutaminsaure, Glutamin, 6-Aminobuttersaure, «-Alanin und 
Serin auch bei dem von mir benutzten /-alaninbediirftigen Stamm von 
Saccharomyces carlsbergensis (9080) als Antagonisten des f-Alanins gelten 
kénnen, und ob diese Stoffe auch die wachstumsférdernde Wirkung des 
beim Erhitzen der Nahrlésung entstehenden Wuchsstoffes aufheben. 
Sollten sich 6-Alanin und unser in der Hitze entstehender Wuchsstoff 
gegentiber irgendeinem Antagonisten unterscheiden, so ware damit 
gezeigt, da beide Stoffe nicht identisch sein kénnen. 

Ks zeigte sich, daB nicht nur Asparagin und Asparaginsaure, bei denen 
dieses Verhalten schon erwihnt wurde, sondern auch Propionsiiure, 
Glutaminsaiure, Glutamin, 6-Aminobuttersaure, «-Alanin und Serin als 
Antagonisten des 6-Alanins gelten kénnen. In Gegenwart dieser Stoffe 
verliert das 6-Alanin seine wachstumsférdernde Wirkung auf die Hefe; 


wird Pantothensiure zugesetzt, so erfolgt wieder normales Wachstum 
(Tab. 13a u. 13b). 
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Es handelt sich bei all diesen Stoffen um keine allgemeine Hemm- 
wirkung gegentiber dem Wachstum der Hefe, sondern um einen spezi- 
fischen Antagonismus gegeniiber dem f-Alanin als Baustein der Panto- 
thensaure, denn es ware sonst nicht einzusehen, weshalb gerade die 
Pantothensaure die Hemmung in allen Fallen sollte beseitigen kénnen. 
Genauso wie diese Stoffe die wachstumsférdernde Wirkung des f-Alanins 
aufheben, ganz ebenso wirken sie aber auch gegeniiber dem beim Erhitzen 
der Nahrlodsung entstehenden Wuchsstoff. Dies zeigen die Tab. 14a 
u. 14b. 

Tabelle 14a 


Niahrlésung H, heif sterilisiert 


Nahrlésung Nahrlésung H, kalt sterilisiert 120 min bei 1 ati 
6-Alanin 10-° Mol 0 
1 1 1 1 1 Iso Mol 
Iso Mol /s0 Mol /s0 Mol Iso Mol Iso Mol N 
Antagonist 0 |Propion-| Glutamin-| Aspar-| ©  |Propion-| Glutamin-| “SP!- 
siure saure agin siure | siure cen 
Hefe-Trocken- 
gewicht (y/ml) 1760} 212 128 138 |1640| 150 101 98 
Tabelle 14b 
Nahrlésung Nahrlésung H, hei6 sterilisiert (2 Std bei 120°C) 
1/55 Mol 
A 1/59 Mol se 1/5, Mol 1/5, Mol 
AM 0 Glutamin B pain. o-Alanin Serin 
buttersiure 
Hefe-Trocken- 
gewicht (7/ml) 320 12 18 18 26 


Der beim Erhitzen der Nahrlosung entstehende Stoff verhalt sich also 
allen von mir gepriften. Antagonisten des f-Alanins gegentiber gleich wie 
dieses. Selbstverstandlich beweist das gleichsinnige Verhalten noch nicht 
unbedingt eine Identitat, aber es konnte eben auch keine Verschiedenheit 
im Verhalten beider Stoffe gefunden werden. 


7. Asparagin kann einer B-alaninbedirftigen Hefe nicht als 
Substrat der B-Alanin-Synthese dienen 


In der Literatur wird gelegentlich von einer Foérderung des Hefewachs- 
tums durch Asparagin bzw. Asparaginsiure gesprochen, (z.B. WILLIAMS 
u. RoHRMANN 1936; NIELSEN u. Harrerius 1938a, b). Asparagin stellt 
eine vielen Organismen, sehr giinstige Stickstoffquelle dar (z.B. MoruEs 
1940; Karine 1955), eine fordernde Wirkung ware deshalb leicht ver- 
standlich und brauchte mit dem Bediirfnis des betreffenden Organismus 
an, p-Alanin oder Pantothensaure nichts zu tun zu haben. Asparaginsaure 
kénnte aber auch decarboxyliert werden zu f-Alanin, wie es VIRTANEN 
u. Mitarb. (1938) bei Wurzelknéllchenbakterien beobachteten, und so als 
Vorstufe dieser Aminosaure dienen. Nach den Erfahrungen von Karrine 

Ds 
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(1959) kann man damit rechnen, daB bei einer Verfiitterung von Aspara- 
gin die erforderlichen Mengen an Asparaginsdure zur Verfiigung stehen. 
Asparagin und Asparaginsiure wirken erst dann als Hemmstoff (baw. als 
Antagonisten des B-Alanins), wenn sie in sehr groBem UberschuB geboten 
werden. Es wire deshalb durchaus denkbar, da8 nur der groBe UberschuB 
an Asparagin und Asparaginsaure nachteilige Folgen hat (Folgen, welche 
durch Pantothensaéure aufgehoben werden kénnen), waihrend maBige 
Mengen von der Pflanze zu f-Alanin decarboxyliert werden kénnten und 
dann fordernd auf das Hefewachstum einwirken wiirden. 

Ich priifte deshalb das Verhalten von Saccharomyces carlsbergensis 
(ATCC Nr. 9080) in kalt sterilisierten Nahrl6sungen, welche Asparagin 
in abgestuften Konzentrationen enthielten, und zwar 1/5990; */10000> */4000° 
1/5900 +! 1000> 2/200 UNA 1/59 Mol. Das Ergebnis war vollig negativ, d.h. Aspara- 
gin zeitigt bei diesem Stamm auch in sehr verdiinnter Loésung keine 
fordernde Wirkung. Dieser Hefestamm ist demnach nicht fahig, aus 
Asparagin, welches ihm mit der Nahrlésung geboten wird, seinen Bedarf 
an f-Alanin zur Synthese von Pantothensdure zu decken. 


8. Beziiglich der Pantothensdure autotrophe Hefen werden 
durch Asparagin in threm Wachstum nicht gehemmt, und 
durch den Néhrlésungswuchsstoff nicht gefordert 


In meinen Versuchen war den Zellen das £-Alanin in der Nahrlésung 
geboten worden; der Antagonismus des Asparagins galt also einem Stoff, 
welcher ebenso wie dieses selbst von auben aufgenommen werden muBte. 
Bei Pflanzen, welche ihre Pantothensdure selbst aufzubauen vermégen, 
muB waihrend der Synthese intermediar ebenfalls 6-Alanin auftreten. 
Allerdings wissen, wir nicht, ob dieses intermediadr entstandene /-Alanin 
tiberhaupt frei wird, oder ob es sofort in einer irgendwie gebundenen 
Form weiterverarbeitet wird. Nur im ersteren Falle, wenn das £-Alanin 
voriibergehend in freier Form vorliegt, ware zu erwarten, daB Asparagin 
auch das intermediar in der Zelle entstandene $-Alanin verdrangen 
k6nnte. 

Diese Frage war an Hefestiémmen zu priifen, welche hinsichtlich der 
Pantothensaure autotroph sind. Solche Hefen wachsen in der kalt sterili- 
sierten Nahrlésung H optimal. Bei simtlichen 6 von mir gepriiften 
Stémmen zeitigte ein Zusatz von 1/5, Mol Asparagin keinerlei Hemm- 
wirkung. Im einzelnen wurden getestet: Saccharomyces cerevisiae Stamm 
,Frohberg; Mycoderma cerevisiae; Candida utilis; Candida albicans; 
Hansenula anomala. 

Ks ist von vornherein nicht sehr wahrscheinlich, daB® Stoffe, welche die 
Pantothensaure ersetzen kénnen, wie 6-Alanin oder unser Nahrlésungs- 
wuchsstoff, das Wachstum von Hefen férdern kénnten, bei welchen, das 
Vitamin selbst ohne Kinflu8 bleibt. Nun war es aber sowieso nétig, bei 
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einer Reihe von Hefen das Pantothensaure-Bediirfnis erst einmal zu 
testen, und so fiigte ich diesem Test gleich eine Priifung auf den EinfluB 
von #-Alanin und den beim Erhitzen entstehenden Wuchsstoff an. Eine 
Priifung des letzteren an verschiedenen Organismen war um so wiin- 
schenswerter, als der Verdacht bestand, beim Erhitzen der Nahrlésung 
kénnten neben dem zuerst entdeckten fordernden Prinzip auch Stoffe 
entstehen, welche das Hefewachstum ungiinstig beeinflussen. 

Pantothensaiure und £-Alanin wurden jeweils 10-® molar der kalt sterilisierten 
Nahrloésung zugesetzt, zum Test auf unseren Nahrlésungswuchsstoff wurde das 
Substrat 2 120 min bei 1 atii gehalten. 

Bei keiner der folgenden Hefen wurde eine Férderung ihres Wachs- 
tums durch Pantothensiure, 6-Alanin oder hei® sterilisierte Nahrlésung 
erzielt: Rhodotorula rubra; Rhodotorula glutinis; Rhodotorula mucila- 
ginosa; Mycoderma cerevisiae; Saccharomyces cerevisiae ,,Frohberg‘‘; 
Candida albicans; Candida flaveri; Candida utilis; Hansenula anomala. 
Das Wachstum ist stets nicht wesentlich anders als in der kalt sterili- 
sierten Nahrldsung ohne Zusatz. Auch die hei8 sterilisierte Nahrlésung 
ergibt keine zweifelsfrei und wesentlich abweichenden Werte. Es fallt 
aber doch auf, daB die Mehrzahl dieser Hefen in der heiB sterilisierten 
Nahrlosung etwas weniger stark wachst als in den anderen Substraten, 
wahrend keine einzige darin besser gedeiht. Eine sorgfaltige Wieder- 
holung dieser Versuche auf breiterer Basis wiirde vielleicht eine schwache 
Hemmwirkung der hei® sterilisierten Nahrlosung nachweisen. Ich ent- 
nehme diesen Versuchen nicht mehr als einen Hinweis auf die Méglich- 
keit einer solchen Hemmwirkung, zugleich aber auch die GewiBheit, daB 
keine sehr einschneidende. Giftwirkung vorliest. 


9. Hiner Hefe, welche B-Alanin nicht verwerten kann, 
erméglicht auch der beim Erhitzen der Nd&hrléisung 
entstehende Wuchsstoff kein Wachstum 


Der Hefestamm 9080 ist nicht auf das ganze Pantothensauremolekiil 
angewiesen, sondern begniigt sich auch schon mit f-Alanin. Méglicher- 
weise ersetzt auch der beim Erhitzen der Nahrlosung entstehende Wuchs- 
stoff nur das 6-Alanin. Es war deshalb zu priifen, ob der Nahrlosungs- 
wuchsstoff die Pantothensaure auch bei einer Hefe ersetzen kann, 
welche Pantothensaure braucht, sich aber nicht mit der B-Alanin-Kom- 
ponente begniigt. 

Solche Hefen scheinen selten zu sein. So fanden SaRETT u. CHELDELIN (1945) 
unter 17 pantothensdurebediirftigen Hefestammen nur einen, welcher nicht auf 
B-Alanin zu wachsen vermochte. WinpiscH u. Hersst (1958) veréffentlichten kiirz- 
lich eine lange Liste von Hefestammen verschiedenen Vitaminbediirfnisses. Unter 
einer Auswahl von 16 ausgesprochen pantothensiurebediirftigen Stémme fanden 


sich 2 Stamme (Nr. 20 und Nr. 52), welche auf Pantothensaiure angewiesen sind und 
mit f-Alanin allein kein Wachstum zeigen. Von diesen beiden Stammen wurde 
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nur der Stamm 20 weiter verwendet, weil der andere allzu zégernd wuchs. Die Hefe- 
zellen von Stamm 20 gediehen zunichst in unserer deutlich sauren Nahrlésung H 
nur mafig. Recht ordentliches Wachstum aber konnte erzielt werden, wenn die 
Nahrlésung mittels NaOH auf px ~4,9 gebracht wurde. Unter meinen Versuchs- 
bedingungen zeigte dieser Stamm 20 auch wesentlich andere Vitaminbediirfnisse 
als in den Versuchen von WinpiscH u. Hersst (1958). Sein Bedarf an Biotin ist 
sehr gering (ich méchte es sogar fiir entbehrlich halten); dagegen erwiesen sich 
neben der Pantothensaure auch Inosit, Pyridoxin und Aneurin, also alle iibrigen in 
unserer Nahrlésung H enthaltenen Vitamine, als unbedingt erforderlich. Ich stellte 
deshalb dem Stamm 20 unsere vollstandige Nahrlésung H zur Verfiigung, nur mit 
der Modifikation, daB je Liter 5 ml n/10 NaOH zugesetzt wurden (Nahrlésung H 20). 

Unter bestimmten Bedingungen ist dieser Hefestamm nicht fahig, in 
Gegenwart von f-Alanin und in Abwesenheit von Pantothensaure zu 
wachsen. Dies hangt in entscheidendem Ausmaf von der Art und Weise 
ab, in welcher die Hefezellen zur Bereitung einer Impfsuspension vor- 
kultiviert wurden. Stand den Zellen wahrend dieser 24stiindigen Anzucht 
keine Pantothensdure zur Verfiigung, so waren sie im anschlieBenden 
Versuch vollig unfaihig, in Gegenwart von 6-Alanin zu wachsen, wahrend 
sie selbstverstandlich in der pantothensdurehaltigen Probe kraftig 
gediehen. War aber der Hefe wahrend der Anzuchtphase Pantothensaure 
geboten worden (10-7 Mol), wenn auch in einer zu optimaler Vermehrung 
nicht ganz ausreichenden Menge, so war sie im anschlieBenden Versuch 
in der Lage, nicht nur das Vitamin selbst, sondern genauso gut auch 
f-Alanin zu verwerten (Tab. 15). 


Tabelle 15 
Impfsuspension Niahrlésung H 
vorkultiviert 
in mit 10-7 Mol Pantothensaure ohne Pantothensiure 
Nihrlésung im Versuch Nahrlésung H 20 Nahrlésung H 20 
“1: . | | 
Sterilisation kalt kalt kalt heiB kalt kalt kalt heiB 
10~® Mol} 10~* Mol |10-§ Mol|10~* Mol} 
Pantothensiure 0 Pan- | 0 Pan- 
fb : | 0 | 
baw. B-Alanin tothen- |8-Alanin) | tothen- |8-Alanin 0 
saiure | siiure 


Versuch I: Hefe- | 
Trockengewicht(y/ml) | 112 | 880 | 790 | 760 9 520 | 20 10 
Versuch IT: Hefe- 
Trockengewicht (y/ml) 16 | 264 | 253 178 10 380 | 11 8 


In einer Nahrlésung, welche zwar die tibrigen Vitamine, aber weder 
Pantothensaure noch f-Alanin enthielt, erfolgte fast kein Wachstum. 
Ks war also nicht etwa so, daB die Zellen wihrend der Vorkultur Panto- 
thensdure in solcher Menge gespeichert hatten, daB sie davon das ganze 
weitere Wachstum im Versuch bestreiten konnten. Sicherlich brachten 
sie einen gewissen Vorrat davon mit, aber fiir ein wesentliches Wachstum 
reichte dieser nicht aus. Er geniigte aber offensichtlich dafiir, da® die 
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Hefe sich an die Verwertung von f-Alanin adaptieren konnte. Die 
Blockierung eines Reaktionsschrittes (oder mehrerer) in der Pantothen- 
sduresynthese scheint bei diesem Hefestamm also nicht vollstindig zu 
sein. Vollstandig gehemmt ist lediglich die Fahigkeit zur Synthese des 
B-Alanins. Darin entspricht er durchaus dem Stamm 9080 (ATCC). Im 
Gegensatz zu letzterem ist aber beim Stamm 20 auch die Weiterver- 
arbeitung dieser Aminosiéure und damit der Aufbau des kompletten 
Pantothensduremolekiils blockiert. Lediglich diese letztere Hemmung 
koénnen die Zellen iiberwinden, 
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liefert. Es ware denkbar, daf Tia 

unsere Ergebnisse teilweise nur  Wachstum der Hefe (Stamm 20) in verschiedenen 
durch die groBere Fahl dex beim Substraten. aoe ae PanianeMeniator cs 
Impfen eingebrachten Zellen oder 

auch durch mitgeschleppte (auBerordentlich kleine) Mengen an 
Pantothensdure vorgetaéuscht worden waren. Deshalb wurden in dem 
Versuch Nr. II in Tab.15 beide Impfsuspensionen durch Verdiinnung 
der stirkeren auf gleiche Dichte eingestellt (mit sterilem aqua dest.), 
wobei eine etwa 15fache Verdiinnung notwendig war. Das Ergebnis 
bestatigt, auch unter diesen besonders kritischen Bedingungen, die 
friiheren Befunde vollauf. 

Wird die in pantothensaurehaltiger Nahrlosung vorkultivierte Hefe 
(Stamm 20) in f-alaninhaltige oder erhitzte Nahrlosung eingeimpft, so 
beginnt sie in diesen Substraten genauso rasch zu wachsen, wie in einer 
Nahrlésung mit Pantothensiure (Abb.4). Sie zeigt also keine verlangerte 
lag-Phase, wie man es erwarten méchte, da sie sich ja erst an die Syn- 
these der Pantothensaure adaptieren muB. Der Adaptionsvorgang muB 
in diesem Falle in den Zeitraum fallen, welcher bei dieser Hefe sowieso 
unter den speziellen Versuchsbedingungen, bis zum Beginn der logarith- 
mischen Wachstumsphase verstreicht. Oder um es anders auszudriicken, 
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die Messung des Hefewachstums ist wohl kein geniigend empfindliches 
MaB8 fiir den mit hoher Wahrscheinlichkeit zu vermutenden Adaptions- 
vorgang. 

Es sei nebenbei erwahnt, daB eine solehe Hefe, welche bei geeigneter 
Anzucht nicht auf -Alanin anspricht, besonders geeignet ist, zur mikro- 
biologischen Bestimmung der Pantothensiure. Auch ist ihre Unfahigkeit, 
in Abwesenheit von Pantothensiure zu wachsen, noch entschiedener ; die 
Nullwerte in den Leerkontrollen sind noch kleiner, was die Genauigkeit 
der Methode steigert. 


Ill. Diskussion der Ergebnisse 

Wie schon Arkin, WILLIAMS, ScHULTz u. FREY (1944) fanden, ist der 
Hefestamm 9080 (ATCC) nicht fahig, seinen Bedarf an Pantothensaure 
selbst.zu decken. Diese Hefe kann kein /-Alanin aufbauen. Wird ihr 
solches geboten, so gedeiht sie ebenso gut, wie wenn ihr die Pantothen- 
sdure selbst zur Verfiigung steht. Die Hefe wachst gleich schnell, ihre 
Wachstumskurve (Abb.3) nimmt denselben Verlauf, gleichgiltig ob ihr 
die Pantothensaéure oder £-Alanin geboten wird. Aquimolare Mengen 
beider Stoffe erlauben der Hefe die Bildung derselben Substanzmenge. 

Ihren Bedarf an Pantothensaure kann diese Hefe allerdings nur dann 
aus f-Alanin decken, wenn nicht zugleich Asparagin, Asparaginsaure, 
Glutamin, Glutaminsiéure, Propionsiure, $-Aminobuttersaéure oder auch 
w-Alanin oder Serin zugegen sind. Jede dieser Verbindungen unterdriickt 
das in Gegenwart von f-Alanin sehr kraftige Wachstum der Hefe und 
macht sie wiederum abhangig von der Zufuhr von Pantothensaure. 

Zwischen dem /-Alanin und den Verbindungen, welche als Antago- 
nisten seine Verwendung zur Pantothensaiuresynthese hemmen, besteht 
eine gewisse Ahnlichkeit in der chemischen Struktur. Es ist kaum damit 
zu rechnen, dai diese Verbindungen mit dem ihnen ahnlich gebauten 
f-Alanin eine chemische Bindung eingehen kénnten und dieses so aus 
dem Reaktionsraum entfernen wiirden, wie ich es friiher (1953) fiir den 
Antagonismus der Nucleinséiure gegeniiber Acridinorange und Trypa- 
flavin nachweisen konnte. Viel eher ist anzunehmen, da die Antagoni- 
sten des 6-Alanins infolge ihrer ahnlichen Konstitution um dieselben 
Reaktionsorte an oder in der lebenden Zelle konkurrieren. Zu dieser 
Vorstellung paBt auch, daB der Antagonist seine Hemmwirkung erst 
dann zur Geltung bringt, wenn er in groBem Uberschu8 (mehr als 
1000-fach) zugegen ist. 

Ob sich die Konkurrenz zwischen 6-Alanin und Asparagin (bzw. den 
anderen Antagonisten) bereits beim Aufnahmevorgang, etwa bei der 
ersten Adsorption an zelleigene Substanzen, oder erst spater im Inneren 
der Zelle, etwa beim Einbau des B-Alanins in das Molekiil der Pantothen- 
siure abspielt, ist unbekannt. Wahrscheinlicher ist das zweite. Eine 
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Verdrangung findet erst bei 10000fachem UberschuB des Antagonisten 
statt. Einen so hohen Grad von Selektivitait méchte man weit eher den 
wirksamen, Substanzen selbst, also wohl den Fermenten der Weiter- 
verarbeitung zutrauen, als der fiir die Stoffaufnahme verantwortlichen 
Plasmagrenzschicht. 

WILLIAMS u. RoHRMANN (1936) hatten gefunden, daB Pantothensaure 
nur dann als Wachstumsfaktor wirksam ist, wenn die Nahrlésung 
Asparagin enthalt. Ich benutzte zwar nicht denselben Hefestamm, son- 
dern einen erst spater in Wiit1aMs’ Labor isolierten Stamm (WILLIAMS 
u. Mitarb. 1940; Arxrn u. Mitarb. 1944), beobachtete aber bei diesem ein 
ganz analoges Verhalten seiner Leistungen, so daB meine Ergebnisse 
durchaus dazu berechtigen, die Befunde von WriitamMs u. RonRMANN 
zu interpretieren. In meinen Versuchen war Pantothensdure nur dann 
wirkungslos, wenn die Nahrlésung hei®B (und geniigend lange) sterilisiert 
worden war. Dann erlaubte sie schon ohne besondere Zugabe von Panto- 

thensdure ein etwa maximales Wachstum, das durch Zugabe des Vitamins 

nicht mehr wesentlich gesteigert werden konnte. Grundsatzlich ist fiir 
diesen pantothensaurebediirftigen (oder genauer f-alaninbediirftigen) 
Hefestamm die Wirksamkeit des Vitamins véllig unabhaingig von der 
gleichzeitigen Anwesenheit von Asparagin. Wird die asparaginfreie Nahr- 
l6sung kalt sterilisiert, so erlaubt sie der Hefe kein Wachstum. Ein 
solches tritt aber sofort ein, wenn Pantothensaure oder /-Alanin geboten 
wird. 

Man wird annehmen diirfen, daB auch in den Versuchen von WILLIAMS 
u. RoHRMANN (1936) beim Erhitzen der Nahrlésung dasselbe fordernde 
Prinzip entstand wie in meinen Versuchen. Da im Laboratorium der 
amerikanischen Autoren die Nahrlosung wblicherweise Asparagin ent- 
hielt, konnte dieser Stoff nicht wirksam werden, ausgenommen. in den- 
jenigen Versuchen, bei welchen ein Zusatz von Asparagin unterblieb. 
Man wird es WILLIAMS u. ROHRMANN (1936) gerne glauben, daB sie der 
(zufalligen) Anwesenheit von Asparagin in der Nahrlésung viel fiir die 
rasche Entdeckung der Pantothensdéure als Hefewuchsstoff verdanken. 
Aber das Asparagin war, wie nun aus meinen Versuchen klar wird, nur 
deshalb notwendig, weil (ebenso zufallig) die Nahrlésung durch griind- 
liches Erhitzen sterilisiert worden war und ein Hefestamm zum Test 
verwendet wurde, welcher gar nicht auf das ganze Pantothensaéuremole- 
kil angewiesen ist, sondern dies durchaus selbst synthetisieren, kann, 
wenn ihm nur f-Alanin zur Verfiigung steht bzw. der beim Erhitzen der 
Nahrloésung entstehende Stoff. (Vgl. Witirams, Eaxkrn u. SNELL 1940, 
wo fiir 3 der in Wit11AMs Laboratorium hauptsachlich verwendeten 
Hefestiimme angegeben wird, daB sie auf 6-Alanin ansprechen. ) 

Wiu1aMs u. Mitarb. (1933, 1934, 1936) hatten die Pantothensaure 
genau so entdeckt, wenn sie mit einer asparaginfreien Nahrlosung 
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gearbeitet hatten, sofern sie diese nicht durch Erhitzen, sondern durch 
Filtration sterilisiert hatten. Erst recht unabhaingig sowohl von der Art 
des Sterilisierens als von der An- oder Abwesenheit des Asparagins ist ein 
Experimentator, welcher einen Hefestamm benutzt, welcher nicht mit 
f-Alanin zufrieden ist, sondern eben Pantothensaure braucht, wie z. B. 
der von mir gelegentlich benutzte Stamm 20. Asparagin hat mit der 
Fahigkeit der Hefe zur Verwertung von Pantothensdure nichts zu tun. 
Es ist lediglich als Antagonist des 6-Alanins und des beim Erhitzen der 
Nahrlésung entstehenden Wuchsstoffes wichtig. 

Diese notwendige Erginzung der Befunde von WILLIaMs u. Mitarb. (1933, 1934, 
1936) schmalert das Verdienst dieser Autoren um die Aufklarung der Bios-Wuchs- 
stoffe und die Entdeckung der Pantothensaure und des f-Alanins in keiner Weise; 
denn erst ihre Beobachtungen und Ergebnisse lieferten die Voraussetzungen fiir 
eine weitergehende Analyse. 

Meine Beobachtung, daB eine heif® sterilisierte Nahrlosung der Hefe 
auch in Abwesenheit von Pantothenséure ein kraftiges Wachstum 
erméglicht, konnte dahingehend aufgeklart werden, da in der Hitze aus 
Glucose und einem Ammonsalz eine Substanz entsteht, welche im Stoff- 
wechsel der Hefe das 6-Alanin ersetzen kann. Sie wirkt nur bei Hefen, 
welche zur Pantothensiuresynthese auf die Zufuhr von /-Alanin an- 
gewiesen sind, und ist vollig wirkungslos (genau wie /-Alanin) bei 
Organismen, welche keiner von auBen gebotenen Pantothensadure be- 
dirfen. 

Bei einem Organismus, welcher gegeniiber der Pantothensaure nicht 
autotroph ist, dies aber bei Zugabe von $-Alanin wird, muB8 man damit 
rechnen, dai die Menge an zugefiihrtem /-Alanin seinen Gehalt an 
Coenzym A (in gewissen Grenzen) bestimmt [vgl. die Erfahrungen von 
Nove ii u. LipmMann (1950) bei der Fiitterung von Hefe mit Pantothen- 
sdure]|. Es ist deshalb nicht verwunderlich, daB Harretius (1942, 1943 a) 
durch #-Alanin eine Atmungssteigerung bei Hefe erzielen konnte. Diese 
Atmungssteigerung konnte er durch die antagonistisch wirkende 8-Amino- 
buttersaure verhindern (HaRrEttus 1943b). Der EinfluB des in der Nahr- 
losung beim Erhitzen entstehenden Wuchsstoffes auf die Stoffwechsel- 
leistungen von Hefezellen wurde bisher nicht gepriift. Man wird erwarten 
diirfen, daB er ahnlich wie beim Wachstum demjenigen des f-Alanins 
entspricht. Man wird aber auch annehmen kénnen, da die nach meinen 
Erfahrungen auf beide Stoffe gleichsinnig wirkenden Antagonisten auch 
den Stoffwechsel ahnlich beeinflussen werden. Besonderes Augenmerk 
wird man auf die Aminoséiuren unter den Antagonisten des f-Alanins 
richten miissen. 

NIELSEN (1936) beobachtete, daB Hefe nur in Gegenwart von Bios- 
Wuchsstoffen Asparagin assimilierte. THorNnE (1953b) fand, daB Aspara- 
ginsiure fiir die Hefe Frohberg eine hervorragende Stickstoffquelle 
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darstellt, waihrend sie einer von ihm isolierten englischen Rasse von Sac- 
charomyces cerevisiae kaum ein Wachstum erméglicht. Die Hefe ,,Froh- 
berg‘ ist nach meinen Erfahrungen nicht auf die Zufuhr von Pantothen- 
saure oder 6-Alanin angewiesen. Fiigte THoRNE (1953b) dem Substrat 
noch etwas Malzextrakt als Quelle fiir ,,Bios-Wuchsstoffe“ zu, so wurde 
die Asparaginsaure auch von seiner englischen Hefe verwertet. Ahnliches, 
wenn auch nicht ganz so scharf ausgepragt, fand THorRNE (1953b) fiir 
Asparagin, Glutaminsiure und «-Alanin. Gerade diejenigen Aminosauren, 
welche wir als Antagonisten des $-Alanins kennengelernt haben, sind fiir 
diese Hefe nur verwertbar, wenn Bios zugefiigt wird. THORNE (1953a) 
sterilisierte seine Nahrlésungen durch dreimaliges Erhitzen in stromen- 
dem Dampf. Da seine englische Hefe trotz ihres Bios-Bediirfnisses andere 
Stickstoffquellen auch ohne Wuchsstoffzugabe verwerten konnte, wird 
man annehmen kénnen, daB diese Hefe f-alaninbediirftig ist, und ihr 
beim Wachstum auf anderen N-Quellen der beim Sterilisieren in der 
Nahrlésung entstehende Wuchsstoff ausreicht, waihrend das Vitamin- 
bediirfnis sofort zum begrenzenden Faktor wird, wenn einer der Ant- 
agonisten des 6-Alanins (und des Nahrlosungswuchsstoffes) dessen Ver- 
wertung unmoglich macht. Asparagin und die genannten Aminosduren 
dirften primar lediglich die Synthese der Pantothensaure (aus dem beim 
Erhitzen gebildeten Wuchsstoff) unterdriicken. Die Unfahigkeit zum 
Wachstum auf diesen Aminosauren ist dann nur ein Symptom des 
Pantothensduremangels. Zweifellos wiirden auch andere N-Quellen bei 
Anwesenheit eines der 6-Alanin-Antagonisten nicht verwertet werden. 

Beim Hefestamm 20, welcher von auBen gebotene Pantothensdure 
braucht, hingt die Fahigkeit, 6-Alanin zu verwerten, von der Vor- 
behandlung ab. Setzt diese Vorbehandlung (Anzucht mit Pantothensaure) 
die Hefe in die Lage, 6-Alanin zu verwerten, so vermag sie ebenso auch 
den Nahrlésungswuchsstoff zu benutzen. Ist die Hefe nach anderer 
Vorbehandlung (Verarmung an Pantothensdéure) nicht in der Lage, 
B-Alanin zu benutzen, so gedeiht sie auch auf dem Nahrlésungswuchs- 
stoff nicht. 

Dieser Wuchsstoff entspricht nicht nur in seiner Wirkung gegentiber 
verschiedenen Hefen dem f-Alanin, sondern auch gegentiber einigen 
Antagonisten des f-Alanins. Asparagin, Asparaginsdure, Glutamin, 
Glutaminsdure, 8-Aminobuttersdure, «-Alanin, Serin und Propionsaure 
heben die Wirkung beider Stoffe véllig auf. Der beim Erhitzen von 
Ammonsalz und Glucose entstehende Wuchsstoff mu demnach fiir die 
Hefe an die Stelle von -Alanin treten kénnen. Er kénnte selbst 6-Alanin 
sein, oder er muB eine Substanz sein, aus welcher die Hefe leicht solches 
herstellen kann. Da seine Wirkung durch dieselben Antagonisten auf- 
gehoben wird wie diejenige des B-Alanins selbst, ist auch mit einer 
gewissen Ahnlichkeit in der chemischen Struktur zu rechnen. Die nicht 
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unbetrachtliche Verschiedenheit der Antagonisten unter sich weist aller- 
dings darauf hin, daB das Auswahlvermégen der Hefe kein sehr subtiles 
sein kann. Es wire durchaus denkbar, da dieser Nahrlésungswuchsstoff 
in seiner chemischen Konfiguration nicht genau dem f-Alanin zu ent- 
sprechen braucht. 

Der biologische Test weist also zwar ein vélliges Parallelgehen der 
Wirkungen nach, eine Identitaét aber kann er nicht beweisen. Papier- 
chromatographisch lassen sich ninhydrinpositive Substanzen nachweisen, 
aber keine davon ist identisch mit 6-Alanin. Es ist auch den zu vermuten- 
den Mengen nach (10-7 bis maximal 10~* Mol), bei enormem Uberschu8 
der iibrigen Komponenten der Nahrlésung, gar nicht zu erwarten, daB 
ein papierchromatographischer Nachweis gelingt. 

So lange die wirksame Substanz nicht identifiziert wurde, kann tiber 
die chemischen Reaktionen bei ihrer Entstehung nichts ausgesagt wer- 
den. Zur Problematik der Maillard-Reaktionen (vgl. Hryns 1957) sagen 
meine Beobachtungen nur das eine aus, daf aus Zucker und Ammonsalz 
auch ein Stoff mit der beschriebenen biologischen Wirksamkeit entsteht. 
Das von Heyns u. Koon (1952) unter ahnlichen Bedingungen gefundene 
Isoglucosamin, aber auch D-Glucosamin und Galaktosamin, sind nicht 
mit dem Nahrlésungswuchsstoff identisch, denn diese Substanzen sind 
ohne Wirkung auf die /-alaninbediirftige Hefe. 

Ks gibt in der mikrobiologischen Literatur manchen Hinweis auf eine 
Foérderung biologischer Prozesse durch Stoffe, welche beim Erhitzen von 
Nahrlésungen entstehen [NIELSEN u. Harrenius 1932; Daays 1935; 
Fries 1938; Hatsseutu 1949; Sommer 1956; vgl. auch den von PrinGs- 
HEIM (1935) in Bodenausziigen festgestellten Wuchsstoff]. Wie weit es 
sich dabei jeweils um verschiedene Substanzen handelt, kann ohne ein- 
gehende Nachpriifung nicht entschieden werden. Sehr wahrscheinlich 
aber ist unser Nahrlésungswuchsstoff mit dem von NIELSEN u. Dacys 
(1940) entdeckten identisch. NretseN u. Harretrus (1932) hatten 
gefunden, daB beim Erhitzen der waiBrigen Lésung von Glucose zusam- 
men mit dem Ammoniumsalz einer organischen Saure ein Stoff entsteht, 
welcher das Wachstum von Aspergillus niger fordert. Nach den Erfah- 
rungen von Daays (1935) war dieser Stoff zwar bei Aspergillus, aber 
nicht bei der Hefe wirksam. Erst spiter, als bereits bekannt war, daB 
viele Hefen Biotin und Aneurin benétigen, fanden NreLsEN u. Dagys 
(1940), daB dieser Stoff doch auch das Wachstum der Hefe fordert, wenn 
ihr sonst ausreichende Wuchsstoffversorgung geboten wird. Da er das 
Wachstum der Hefezellen ebenso steigerte wie der Nahrlésung zugesetz- 
tes #-Alanin, vermuteten die Autoren, daB es sich um diese Aminosiure 
handle. Dacys (1940) fand dann, daB sein frither (1935) in Birkensaft 
festgestellter Wuchsstoff nicht allein, wie er damals geglaubt hatte, 
Aspergillus, sondern bei zusiitzlicher Verabreichung von Biotin auch 
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Hefezellen in ihrem Wachstum ahnlich forderte wie 6-Alanin. NiELSEN 
u. Eistrup (1940) bearbeiteten die Entstehungsbedingungen dieses 
Stoffes zwar etwas weiter, glaubten aber noch immer, neben Glucose sei 
die Anwesenheit der Ammoniumsalze organischer Sauren erforderlich. 
Erst Harretius u. NIELSEN (1941) erkannten, da8 lediglich das Erwar- 
men von Glucose in Gegenwart von Ammoniumionen notwendig ist. 

Trotz diesen Beobachtungen blieben die Beziehungen zwischen Panto- 
thensaure, Asparagin und #-Alanin ungeklart. Insbesondere hielt die 
danische Arbeitsgruppe an der Vorstellung eines Synergismus von 
f-Alanin und Asparagin fest (NIELSEN u. Mitarb. 1938a, b, 1939, 1940, 
1944). 

Da mir die neueren Arbeiten von NIELSEN u. Mitarb. (1940/41) bis 
zuletzt unbekannt geblieben waren, sind meine Ergebnisse unabhangig 
von den Beobachtungen der dainischen Autoren gewonnen worden. Um 
so sicherer bestatigen sie die Tatsache, daB8 aus Ammonsalz und Glucose 
beim Erhitzen ein Wuchsstoff entsteht, welcher fiir die Hefezellen das 
f-Alanin ersetzen kann. 

NIELSEN u. Dacys (1940) vermuteten bald, der von ihnen beobachtete 
Stoff sei mit f-Alanin identisch. Dieser Schlu8 ruht jedoch nur auf der 
Tatsache, daB sich die Wirkungen suboptimaler Dosen beider Stoffe 
summieren. Meine vorstehend mitgeteilten Ergebnisse liefern sehr viel 
mehr Hinweise auf ein analoges Verhalten des Nahrlédsungswuchsstoffes 
mit f-Alanin. Die Wahrscheinlichkeit fiir eine Identitat ist sehr groB, 
aber es bleibt immer noch die Moglichkeit offen, daB aus Glucose und 
Ammonsalz nicht /-Alanin selbst entsteht, sondern eine Verbindung, 
welche dieses bei der Hefe ersetzen kann und welche dem f-Alanin in 
ihrer chemischen Konstitution so weit ahnelt, daB ihre Wirksamkeit 
durch dieselben Antagonisten behindert wird. Wie die genaue chemische 
Struktur dieser Verbindung, so ist auch die Reaktionsfolge bei ihrer 
Entstehung durchaus noch zu klaren. Bekannt sind lediglich die zur 
Entstehung notwendigen Komponenten, und recht gut definiert ist die bio- 
logische Wirksamkeit. 

Zusammenfassung 

Wird eine vollstaindige Nahrlésung oder auch nur Glucose zusammen 
mit einem Ammonsalz erhitzt, so entsteht ein Stoff, welcher fiir die Hefe 
f-Alanin zu ersetzen vermag. Es ist darin eine Bestatigung der Ergeb- 
nisse von NIELSEN u. Mitarb. (1940/41) zu sehen. 

Asparagin, Asparaginsaure, Glutamin, Glutaminsaure, 6-Aminobutter- 
sadure, «-Alanin, Serin und Propionsaure sind Antagonisten des #-Alanins. 
In Gegenwart dieser Substanzen kann die Hefe nicht auf f-Alanin 
wachsen, sondern bendtigt das ganze Pantothensduremolekil. 

Asparagin wirkt als Antagonist des $-Alanins nur auf auxohetero- 
trophe Hefen hemmend, d.h. solche, welche f-Alanin von aufen 
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aufzunehmen gezwungen sind. Von auBen gebotenes Asparagin scheint 
gegeniiber dem in der Zelle selbst synthetisierten 6-Alanin wirkungslos 
zu sein. 

Der f-alaninbediirftigen Hefe (Nr. 9080) kann Asparagin nicht als 
Substrat der 6-Alaninsynthese dienen. 

Der pantothensaurebediirftige Hefestamm 20 zeigt ein eigentiimliches 
Adaptionsverhalten: Sind die Zellen wahrend der Vorbehandlung an 
Pantothensdure verarmt, so kénnen sie nur wachsen, wenn ihnen die 
Pantothensiure als fertiges Molekiil geboten wird. Der Baustein f-Alanin 
ist in diesem Falle wirkungslos. Werden die Hefezellen aber in Gegenwart 
von Pantothensaure vorkultiviert, so kénnen sie auf 6-Alanin genau so 
gut wachsen, wie auf Pantothensaure. 

Im biologischen Test verhalt sich der beim Erhitzen von Glucose und 
einem Ammonsalz entstehende Wuchsstoff genau so wie f-Alanin: a) Er 
wird durch dieselben Antagonisten in seiner Wirksamkeit gehemmt. 
b) Er férdert nur das Wachstum solcher Hefen, welche auf 6-Alanin 
angewiesen sind. c) Er wirkt beim Hefestamm 20 dann wachstums- 
fordernd, wenn dieser so behandelt wurde, da8 er auf /-Alanin anspricht, 

und ist wirkungslos, wenn die Anzuchtbedingungen die Zellen unfahig 
zur Verwertung dieser Aminosaure werden lieBen. 

Diese Befunde machen es verstandlich, weshalb WiLLIAMs u. RoHR- 
MANN (1936) glauben konnten, Pantothensaure sei als Bios-Faktor nur in 
Gegenwart von Asparagin wirksam: In der asparaginfreien hei sterili- 
sierten Nahrlésung gedieh die Hefe auch ohne Pantothensaure, denn sie 
konnte den beim Erhitzen entstandenen Wuchsstoff benutzen. 

Die antagonistische Wirkung des Asparagins und anderer Amide und 
Aminosiéuren gegentiber §-Alanin und dem beim Erhitzen entstehenden 
Wuchsstoff erklart auch, weshalb Asparaginsdiure, Asparagin, Glutamin- 
sdure und unter Umstanden auch «-Alanin bei manchen Hefen sehr gute 
Stickstoffquellen darstellen und anderen kein Wachstum erméglichen: 
Auxoautotrophe Hefen werden durch diese Verbindungen nicht beein- 
trachtigt und k6énnen sie als leicht assimilierbare N- und C- Quellen ver- 
werten. Bei Organismen aber, welche /-Alanin von auBen aufnehmen 
miissen, um Pantothensdéure synthetisieren zu k6énnen, zeigt sich, daB 
diese Aminosduren und Amide Antagonisten des f-Alanins bzw. des 
beim Erhitzen von Glucose und Ammonsalz entstehenden Wuchsstoffes 
sind. Sie bringen die Hefe in eine Situation des Pantothensiuremangels 
und behindern damit ihren gesamten Stoffwechsel. 

Bei der Vorbereitung und Durchfiihrung der Experimente dieser Arbeit unter- 
stiitzten mich zeitweilig Frau R. Scunepr, Frau K. ENGEL und die Herren stud. 
rer. nat. R. KoLLMANN und TH. Harrmann. Allen Beteiligten sei fiir ihre Miihe 


herzlich gedankt. Ebenso danke ich der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir 
die finanzielle Férderung meiner Untersuchungen. 
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Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir Allgemeine Botanik, 
Hamburg 


Der Jahresrhythmus der Bakterienkeimzahl in der Elbe 
zwischen Schnackenburg und Hamburg 


Von 
GERHARD RHEINHEIMER 


Mit 4 Textabbildungen 


(Hingegangen am 4. September 1959) 


Im Rahmen einer mehrjaihrigen mikrobiologischen Untersuchung der 
Elbe zwischen Schnackenburg und Hamburg, die seit August 1956 im 
Auftrage und mit Unterstiitzung der Wasser- und Schiffahrtsdirektion 
Hamburg durchgefiihrt wird, wurden unter anderem monatliche Keim- 
zahlbestimmungen vorgenommen. Da die Untersuchungen sofort begin- 
nen muBten, waren keinerlei Vorarbeiten zur Ermittlung der besten 
Methodik méglich. Wir entschieden uns daher fiir die an Ort und Stelle 
leicht auszufiihrende Kochsche Plattenmethode, wobei uns deren Mangel 
durchaus bewuBt waren. Als Nahrboden diente Pepton-Fleischextrakt- 
agar. Wir erhielten auf diese Weise vor allem die schnellwiichsigen, 
EiweiBzersetzer unter den Bakterien, die vorwiegend mit organischen 
Abwassern in den FluB gelangen. 

Die fast 3 Jahre wahrenden Untersuchungen ergaben einen auffallen- 
den Jahresrhythmus der Bakterienmenge im FluBwasser: niedrige Keim- 
zahlen im Sommer und verhaltnismaifig hohe im Winter. Da dieses 
Ergebnis nicht erwartet wurde und zumindest fiir die Elbe keine der- 
artigen Untersuchungen, vorliegen, soll itiber unsere Beobachtungen schon 
jetzt berichtet werden. 


Methodik und Untersuchungsgebiet 


Den Keimzahlbestimmungen diente der folgende Niahrboden: 20 ¢ Agar; 
5g Pepton (Brunnengraber); 5g Fleischextrakt (Lab-Lemco); 2g NaCl; 1¢ 
K,HPO,; 1000 g Leitungswasser; px 7,3—7,5; mehrfach tiber Watte filtriert; 
20 min bei 112°C im Autoklaven sterilisiert. 

Das Elbwasser wurde in der Strommitte vom Schiff aus mit sterilen Flaschen 
entnommen und mit sterilisiertem Leitungswasser im Verhaltnis 1;200 verdiinnt. 
Jeweils 1 ml dieser Verdiinnung wurde dann in den Petrischalen mit etwa 5 ml 
Nahragar, der eine Temperatur von 40—42°C hatte, gut gemischt. Die Verarbeitung 
der sofort kithl gestellten Proben erfolgte auf dem Schiff spatestens 2—3 Std nach 
der Entnahme. Die Platten wurden dann im Institut bei 25°C bebriitet. Die Aus- 
zihlung erfolgte nach 48 Std und dann wieder nach 5 und 7 Tagen, wobei die nach 
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7 Tagen ermittelten Keimzahlen meist 2—5mal hoher waren als die nach 2 Tagen. 
Im iibrigen boten sie aber im Jahresgang dasselbe Bild. Dennoch haben wir unseren 
Untersuchungen die nach 48 Std gefundenen Keimzahlen zugrunde gelegt, da die 
Kolonien dann am sichersten ausgezihlt werden kénnen. Spater sind diese oft so 
groB, daB sie sich gegenseitig sehr beeinflussen, und manche Organismen wie Bacillus 
mycoides kénnen schon nach kurzer Zeit die ganzen Platten iiberwuchern. Von jeder 
Probe wurden mindestens zwei Parallelen angesetzt. Weniger stark konzentrierte 
Nahrbéden, wie sie von WoLTERS u. Scuwarz (1956) fiir die Keimzahlbestimmung 
in Trinkwasser vorgeschlagen werden, ergaben zwar héhere Keimzahlen, aber die 
Zahlgenauigkeit war durch das haufige Schwarmen von Keimen ungenau. 


Lollenspleker 
598 


Wietzelze 530 ° 


Damnarz 510 


Gorleben 492 ~3 
Schnackenburg $74, i 


Witten- 


eS 


Abb.1. Skizze der Elbe zwischen Wittenberge und Hamburg. Die schwarzen Punkte bezeichnen die 
Probestellen, deren Untersuchungsergebnisse auf den Abb.2, 3 und 4 dargestellt sind 


Die in der beschriebenen Weise je Milliliter Elbwasser ermittelten 
Keimzahlen stellen also nur einen Bruchteil der tatsichlichen Gesamt- 
keimzahl dar. Es werden, wie schon erwaihnt, vor allem die schnell- 
wiichsigen EiweiBzersetzer erfaBt. Auf diese beziehen sich daher nur die 
weiteren Ausftihrungen. Wenn also von Keimzahl die Rede ist, sind stets 
jene Keime gemeint, die sich auf dem beschriebenen Nahrboden unter 
immer gleichen Bedingungen entwickeln. So gewinnen wir durchaus 
brauchbare Vergleichswerte fiir eine der wichtigsten Bakteriengruppen in 
der Elbe. 

Die Keimzahlbestimmungen wurden monatlich mindestens einmal 
in dem Elbabschnitt zwischen der Zonengrenze bei Schnackenburg 
(km 474,5) und Hamburg (km 623) durchgefiihrt. Sie erfolgten zu- 
nachst an 8 und spdter an 11 Punkten, wie die beigefiigte Skizze 
(Abb. 1) zeigt. : 

Die von der Wasser- und Schiffahrtsdirektion Hamburg durchgefiihrte 
chemische Untersuchung der Elbe lé8t von Schnackenburg bis kurz 
oberhalb von Hamburg in der warmen Jahreszeit eine zunehmende Ver- 


besserung des Elbwassers erkennen. Das wird besonders deutlich durch 
3* 
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die stindige Abnahme des Ammoniakgehaltes und des Sauerstoff- 
defizits. Im Winter sind die Verhaltnisse ungiinstiger, und der Ammoniak- 
gehalt_ des Wassers bleibt oft von Schnackenburg bis Hamburg fast 
gleich. Der chemische Befund la8t den Schlu8 zu, da zwischen Witten- 
berge und Hamburg keine gréBeren Abwassereinleitungen erfolgen. Im 
Verlauf dieses Elbabschnittes kommen dementsprechend keine gréBeren 
Schwankungen in den chemischen und biologischen Verhaltnissen vor. 
Aus diesem Grunde war er fiir unsere Untersuchungen besonders gut 
geeignet. 
Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen 

Schon nach den ersten Untersuchungsmonaten wurde deutlich, daB 
die héchsten Keimzahlen des untersuchten Elbabschnittes in dessen 
oberem Teil, zwischen Schnackenburg (km 474,5) und Damnatz (km 510), 
lagen und dann bis kurz vor Hamburg 


100005 

mehr oder weniger stark zuriickgingen. 
S 8000 Gelegentlich erfolgte ein voriibergehender 
a Wiederanstieg bei Bleckede, Boizenburg 
= 6000 oder Geesthacht. Die Werte erreichten 
ry aber nur selten die oberhalb von Damnatz 
= 4000; ermittelte Hohe. Die geringste Keimzahl 
iS fand sich fast stets in der Gegend von 
© 2000 Bunthaus (km 610). Die Abb.2 la8t den 

Riickgang des Keimgehaltes auf der fast 


um 4745. 310 550 386 6 ‘1°90 km langen Flufstrecke an Hand einer 
Abb.2. Jahresmittel und Sommer-und Kurve des Zweijahresdurchschnitts der 
canoe Eh sad te pong oe Keimzahlen von 5 Untersuchungspunkten 
stellen (jeweils fiir 2 Jahre). sichtbar werden. Wahrend sich fiir 
Pen ee Gee a ee Schnackenburg in den beiden Beobach- 
tungsjahren ein Durchschnittswert von 
7000 Keimen im Milliliter Elbwasser ergab, lag derjenige von Bunthaus 
nur bei 4000. In ahnlicher Weise gingen auch die Coli-Zahlen, der Am- 
moniakgehalt und das Sauerstoffdefizit (Monatsberichte der WSD Ham- 
burg) in diesem Abschnitt der Elbe zuriick, so daB sich hier eine gute 
Ubereinstimmung der mikrobiologischen und chemischen Untersuchungs- 
ergebnisse zeigt. Der Hamburger Hafen wies haufig eine Spitze von 
20000—50000 Keimen auf, deren Héhe von den Tideverhaltnissen 
abhingig war. Seit der Verlegung des Ausflusses der Hamburger 
Stadtentwasserung Anfang 1958 lieB sich dieser plétzliche Anstieg 
nicht mehr beobachten, dennoch lag hier die Keimzahl meist noch 
tiber der von Schnackenburg. 
Der Keimgehalt der Elbe ist verglichen mit demjenigen anderer Fliisse, 
die noch stirker durch industrielle und hausliche Abwasser verunreinigt 
werden, relativ gering. So wurden in der Pinnau (Nebenflu8 der 
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Unterelbe) bei ablaufendem Wasser im Oktober 1957 meist Keimzahlen 
zwischen einigen hunderttausend und 1 Million ermittelt. 

Fir alle Untersuchungspunkte lagen die Keimzahlen im Winter 
erheblich héher als in den Sommermonaten. Das geht eindeutig 
aus den Kurven der mittleren Sommer- und Winterkeimzahlen (Abb. 2) 
hervor. Danach bewegten sich die Werte des Winterhalbjahres um das 
1,5—3fache tiber denen des Sommers. Héchstwahrscheinlich liegt ein 
Einflu8 der Wassertemperatur vor. Diese Vermutung gewinnt noch an 
Wabrscheinlichkeit, wenn wir die Abb.3 und 4 betrachten. Hier sind 
fiir 5 Untersuchungspunkte zwischen Schnackenburg und Bunthaus 
unter anderem die Jahresginge der monatlichen Keimzahlbestim- 
mungen und der Wassertemperatur eingetragen worden. Die Maxima 
fanden sich stets im Winter bei Wassertemperaturen unter 5°C. Mit 
der zunehmenden Warme im Friihling war ein deutlicher Riickgang 
der Keimzahlen verbunden und im Herbst ganz entsprechend mit der 
Abnahme der Wassertemperatur ein stiéndiger Anstieg, bis dann im 
Winter — in den Monaten Januar bis Marz — die héchsten Werte 
erreicht wurden. Eine entsprechende Tendenz lieBen bereits die von 
NAvEKE 1953/54 (Monatsberichte der WSD-Hamburg) ausgefiihrten 
Keimzahlbestimmungen erkennen. 

Die Keimzahlkurven zeigen aber auch einen weniger ausgepragten 
Wiederanstieg im Sommer 1957, obwohl die Wassertemperatur mehr als 
23°C erreichte. Die Ursache hierfiir diirfte in der Wassermenge zu suchen 
sein, die sich von April bis Juli auf weniger als ein Funftel verringert 
hatte. Der Einflu8 der Wassertemperatur wurde hier durch die sinkende 
Wassermenge kompensiert, da diese zu einer stadrkeren Konzentration 
von eingeleiteten Nahrstoffen und Bakterien fihrte. 

Ganz anders lagen die Verhaltnisse im Sommer 1958. Hier erfolgte 
kein so starker Riickgang der Wassermenge und dementsprechend gingen 
die Keimzahlen von Marz bis Juni mit steigender Wassertemperatur 
immer weiter zuriick. Im Juli hingegen zeigte sich ein verhaltnismaBig 
starker Anstieg. In diesem Monat wurden die Proben zu Beginn einer 
kraftigen Hochwasserwelle entnommen, die das Vorland tiberflutet und 
viel Heu und anderes Treibsel mitgerissen hatte. Vor allem das treibende 
Heu diirfte trotz des starken Anstiegs der Wassermenge und verhdaltnis- 
_maBig hoher Wassertemperatur die voriibergehende Zunahme der Keim- 
zahlen verursacht haben. Der August brachte dann wieder eine Abnahme 
der Bakterienzahl. 

Etwas ganz ahnliches wiederholte sich im Oktober 1958, als die Probe- 
entnahme auf dem Scheitel einer Hochwasserwelle erfolgte. Der Anstieg 
war dieses Mal noch hoher (besonders bei Bleckede, km 550), so daB im 
November trotz wesentlich geringerer Temperatur ein betrachtlicher 
Riickgang der Keimzahl zu beobachten war. 
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Abb. 3. Dreijahresgang der Keimzahl (Keime je Milliliter Elbwasser) und Keimfracht (Keimzahl 
x AbfluB in 100 Milliarden je Sekunde) fiir km 474,5 und 510 sowie Gang der Wassertemperatur, 
des 10-Tage-Temperaturmittels (° C) und des Abflusses bei Neudarchau (m*/sec). °---- 10 Tage- 
temperaturmittel; °-—~° Wassertemperatur; e--—- AbfluB; -—--~ Keimzahl; -———~ Keimfracht 
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Im Jahre 1959 zeigte sich wiederum von Marz bis Juni mit dem 


Anstieg der Wassertemperatur eine standige Abnahme der Keim- 
zahlen. 
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Abgesehen von Hochwasserwellen diirfte also die Keimzah] sowohl von 
der Temperatur als auch von der Menge des FluBwassers abhangig sein. 
Sie wird bei gegebener Temperatur um so geringer ausfallen, je starker 
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die Wasserfiihrung des Stromes ist, bei konstanter Wassermenge hingegen 
um so niedriger, je hdher die Temperatur ist. Um den Einflu8 der Wasser- 
menge auszuschlieBen und die Abhangigkeit der Keimzahl von der 
Temperatur deutlicher zu machen, wurde durch Multiplikation der Keim- 
zahl mit der Wassermenge (Abflu8 bei Neudarchau in m/sec) ein Ma8 fir 
den Keimgehalt des gesamten, in der Sekunde bei Neudarchau (km 538) 
durchflieBenden Wassers ermittelt. Nur ftir diesen Punkt der Unter- 
suchungsstrecke liegen laufende AbfluBmessungen vor. Daher muBten 
die Keimzahlwerte samtlicher Probestellen hierauf bezogen werden. Die 
auf diese Weise festgestellte Keimfracht zeigte 1957 gegentiber der Keim- 
zahl keinen sommerlichen Anstieg. Sie war von Mai bis Oktober verhalt- 
nismaBig niedrig und stieg dann zum Winter kraftig an. Die Unterschiede 
in den einzelnen Sommermonaten waren gering (die kleinen Schwan- 
kungen diirften vor allem biologische Ursachen haben). Ganz ahnlich 
verhielt sich die Keimfracht auch im Sommer 1958, wo lediglich im Juli 
und Oktober durch den Einflu8 der Hochwasserwellen ein voriiber- 
gehender Wiederanstieg erfolgte. 

Die Keimzahlkurven der 5 verschiedenen MeBpunkte stimmen grund- 
satzlich tiberein; sie zeigen nur graduelle Unterschiede. So waren die 
Keimzahlen, bei Geesthacht und Bunthaus im Winter 1956/57 nur wenig 
hoher als im Sommer 1957 — die Keimfracht wies demgegentiber ein 
deutliches Wintermaximum auf. 

Die geschilderten Ergebnisse erlauben den SchluB, daB die Keimzahl 
mit groéBter Wahrscheinlichkeit von der Héhe der Wassertemperatur 
abhangig ist. Es muB aber beriicksichtigt werden, daB sich nur gréBere 
Temperaturschwankungen (von einigen °C) auf die Keimzahl des FluB- 
wassers auswirken. Sicher spielt auch die Temperatur der dem MeBtag 
vorhergegangenen Tage eine Rolle; deshalb wurde noch der entspre- 
chende Zehntage-Durchschnitt in die graphische Darstellung aufgenom- 
men. AuBerdem kann der Zusammenhang zwischen Keimzahl und 
Temperatur durch andere Faktoren, wie Schwankungen in der chemi- 
schen Zusammensetzung des Wassers, der Abwassereinleitungen, der 
Stroémungsverhiltnisse und ahnliches verdeckt werden. 


Die Ursache des jahreszeitlichen Rhythmus der Keimzahl 

Welches sind nun die Griinde fiir den eigenartigen Jahresrhythmus im 
Keimgehalt der Elbe? 

Man kann wohl voraussetzen, daB die Abwassereinleitungen mengen- 
maBig im Untersuchungsbereich das ganze Jahr iiber nur verhaltnismaBig 
geringe Schwankungen erfahren. Eine gewisse zusitzliche Belastung 
kénnte zwar von der im Herbst einsetzenden Zuckerkampagne in Mittel- 
deutschland ausgehen. Diese diirfte aber kaum sehr bedeutend sein, da 
unterhalb des Zuckerriibenanbaugebietes einige verhaltnismaBig saubere 


Der Jahresrhythmus der Bakterienkeimzahl der Elbe 41 


Nebenfliisse — wie vor allem die Havel — der Elbe sehr viel Wasser 
zufiihren. AuBerdem traten die winterlichen Spitzen der Keimfracht 
nicht in jedem Jahr etwa zur gleichen Zeit auf — sondern sie wurden 
unterschiedlich zwischen Januar und Marz erreicht. Auch erfolgte der 
plotzliche starke Anstieg der Keimfracht in den einzelnen Jahren zu 
verschiedenen Zeiten, so z.B. bei Schnackenburg 1956 im Dezember, 
1958 im Februar und 1959 im Januar. 

Unseres Erachtens ist daher die folgende Erklarung fiir den 
jahreszeitlichen Keimzahlrhythmus in der Elbe am _ wahrschein- 
lichsten : 

Die Zahl der Plankter — sowohl pflanzlicher als auch tierischer Her- 
kunft — verhalt sich genau umgekehrt wie die der Bakterien. Im Sommer 
kommt es zu einer Massenentwicklung und im Winter zu einem starken 
Riickgang des Planktons, wobei viele Arten véllig verschwinden. Es 
zeigt sich aber auch bei den planktontischen Bakterien wie Thiothriz, 
Cladothrix, Zoogloea ramigera und anderen eine winterliche Zunahme 
(H. Scuvutz, miindl.). Es kénnte hier also der Antagonismus zwischen 
Plankton und Bakterien eine Rolle spielen. 

In der warmen Jahreszeit kommt es zu einer starken Vermehrung der 
Plankter, die zusammen mit den Bakterien von den Nahrstoffen des 
Flu8wassers zehren. Das muB zu einer mehr oder weniger schnellen Ver- 
knappung an bestimmten Nahr- und Wirkstoffen und zu einer Abnahme 
des Sauerstoffgehaltes (besonders wahrend der Nacht) fiihren, so daB 
viele der mit den Abwassern in den Strom gelangten Bakterien als Folge 
der Nahrungskonkurrenz bald absterben. AuBerdem gibt es im Wasser 
zahlreiche bakterienfressende Protozoen, denen ebenfalls viele Bakterien 
zum, Opfer fallen. 

Im Winter hingegen gibt es keine Nahrungskonkurrenz, da die Masse 
der Plankter fehlt. Auch ist die Zahl der bakterienfressenden Protozoen 
erheblich geringer als im Sommer (H. Scuvutz}, miindl.). Ein groBer Teil 
der im Winter vorhandenen Organismen ist zudem bei der niedrigen 
Wassertemperatur physiologisch mehr oder weniger inaktiv. Die in das 
Flu8Bwasser gelangenden Bakterien bleiben so fiir langere Zeit am Leben — 
sie werden gewissermaBen konserviert. Auf einen solchen Vorgang deuten 
auch die Ergebnisse der Bestimmungen der Coli-Zahl hin. Denn die vor 
allem aus den Abwassern von Wittenberge stammenden Coli-Keime 
nahmen auf der untersuchten FluBstrecke von km 510 bis km 610 im 
Sommer meist sehr viel schneller ab als im Winter. 

Um aber den Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme zu erbringen, 
bedarf es weiterer eingehender Untersuchungen. Wie eingangs bereits aus- 
gefiihrt, beziehen sich die angegebenen Keimzahlen im wesentlichen auf 


1 Zoologisches Staatsinstitut Hamburg. 
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die schnellwiichsigen EiweiBzersetzer, die vorwiegend mit organischen 
Abwiissern in die Elbe gelangen. Ob nun der Keimgehalt eines sauberen, 
durch keinerlei Einleitungen verunreinigten Flusses denselben jahres- 
zeitlichen Rhythmus aufweist, ist keinesfalls sicher. Leider sind wirklich 
saubere Fliisse von entsprechender GréBe in Mitteleuropa nicht mehr 
vorhanden, so daf derartige Untersuchungen in Deutschland nicht durch- 
gefiihrt werden kénnen. Es spricht aber vieles dafiir, daB im Winter 
zumindest kein so ausgepragtes Maximum auftreten wird. Zwar besitzen 
viele Bakterien des sauberen Wassers auch bei relativ niedrigen Tem- 
peraturen noch eine mehr oder weniger groBe physiologische Aktivitat 
und die Fahigkeit, sich zu vermehren; einige Spezialisten, wie Nztroso- 
monas und manche Cellulosezersetzer zeigen aber im Winter einen 
betrachtlichen Riickgang ihrer Zahl und Aktivitét. Es ware also 
durchaus denkbar, da’ ein Flu8 ohne Zufuhr von bakterienreichen 
Abwiissern gerade umgekehrt ein sommerliches Bakterienmaximum 
oder tiberhaupt keine groBen Schwankungen seines Gehaltes an 
Bakterien aufweist. 
Zusammenfassung 


1. Im Rahmen einer mikrobiologischen Untersuchung der Elbe zwischen 
Schnackenburg und Hamburg wurden mit Hilfe der Kochschen Platten- 
methode monatliche Keimzahlbestimmungen ausgefiihrt. Der verwendete 
Nahrboden bedingte vor allem eine Auszahlung der schnellwiichsigen 
Eiweibzersetzer, die vorwiegend mit organischen Abwassern in den 
FluB gelangen. 

2. Die in der Zeit von August 1956 bis Juni 1959 gewonnenen Ergeb- 
nisse lieBen einen ausgepragten Jahresrhythmus im Keimgehalt der Elbe 
erkennen. Fiir alle Beobachtungspunkte zeigten die Wintermonate ein 
eindeutiges Maximum, die Sommermonate ein Minimum. Da der Gang 
der Wassertemperatur gerade umgekehrt verlief, mu diese von ent- 
scheidender Bedeutung fiir den Keimgehalt des Elbwassers sein. Das 
entgegengesetzte Verhalten von Wassertemperatur und Keimzahl 
wurde mehr oder minder von der Wasserfiihrung beeinfluBt. So kam 
es wihrend der warmen Jahreszeit bei starkeren Hochwasserwellen 
durch Einschwemmung und bei sehr geringer Wasserfiihrung durch 
Konzentration der Bakterien zu einem voriibergehenden Anstieg der 
Keimzahl. 

3. Es wurde versucht, den jahreszeitlichen Rhythmus der Keimzahlen 
durch die Nahrungskonkurrenz zwischen Plankton und Bakterien sowie 
durch die konservierende Wirkung niedriger Wassertemperaturen auf 
die mit Abwassern eingebrachten Bakterien zu erkliaren. 

Dem Leiter der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir Allgemeine 


Botanik in Hamburg, Herrn Prof. Dr. H. ENGEL, méchte ich fiir seine Anregungen 
und seine verstindnisvolle Unterstiitzung herzlich danken. Von November 1958 
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an fiihrte die Keimzahlbestimmungen Herr Dipl.-Biologe B. Miirzm durch. Die 


Arbeit wurde mit Mitteln der Wasser- und Schiffahrtsdirektion Hamburg aus- 
gefiihrt. 
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Aus dem Institut fiir Botanik der Technischen Hochschule Hannover 


Uber Forminderungen der Bryopsis-Zellspitzen 


Von 
K. v. WEIHE 


Mit 2 Textabbildungen 


(Eingegangen am 11. September 1959) 


Eine friihere Untersuchung der Oberflachenentwicklung von Bryopsis 
muscosa (v. Wetmme 1955) nach Einwirkung verschiedener impermeabler 
Substanzen — unter anderem der geringer Agarmengen — ergab, daB 
sich der Durchmesser der Zuwachsabschnitte von Seiten,,asten‘’ (ohne 
mikroskopisch erkennbare plasmatische Verbindung mit der Haupt- 
zelle) verminderte. — Diese Erscheinung wurde mit einer vereinfachen- 
den Annahme (Zuwachsabschnitt = Zylinder mit halbkugeliger Spitze) 
als Grundlage fiir die Kalkulation einer relativen Anderung der Grenz- 
flachenenergie (A y-°/,; Grenze: Zellwandbaustein-AuRenphase [Nahr- 
lésung]) bei der Einwirkung von Agar usw. benutzt. 

Die vorliegenden Untersuchungen sollen die Kriimmungen der Zell- 
spitzen wachsender und nicht wachsender Zellen von Bryopsis analy- 
sieren, ihre Beziehungen zu dem definitiven Durchmesser der Zellen 
ermitteln und priifen, ob eine relative Kalkulation der Grenzflichen- 
energieinderung mit Hilfe der mittleren Kriimmung der Zellspitzen 
moglich ist. 


A. Material und Methodik 


Das Versuchsmaterial von Bryopsis muscosa ist das gleiche wie das der 
friiheren Verdéffentlichung (v. WErHE 1955). Nach Abschlu8 der Wachstums- 
versuche wurde das Material durch Formalin (entsprechend 4°/, in der Versuchs- 
lésung) vergiftet. 

Zur Auswertung der Kriimmungsradien der Zellspitzen wurden Mikrophoto- 
graphien (Leitz-Mikroskop 10 x 45, Mikas mit Leica; Film: Adox KB 14, Entwick- 
ler: Metol-Hydrochinon-Borax) angefertigt und auf Agfa-AGP 85-Papier Din A5 
vergroBert (VergréBerung: 1120:1; 10 «4 = 11,2 mm). Die auf einer Trockenpresse 
getrockneten Papiere ergaben zwischen den beiden Papierkantenrichtungen 
Schrumpfungsdifferenzen von < 0,1 mm/11,2 mm in Papiermitte. Da die Schwan- 
kungen der MeBgréBen und die Abgreiffehler (siehe unten) héher liegen, ist der 
Papierschrumpfungsfehler bedeutungslos. 

Ausgewertet wurde die stairkste Kriimmung (= maximale mittlere Kriim- 
mung[H]) der Zellspitze durch Berechnung des Radius des kleinsten Schmiegungs- 
kreises unter der Annahme vorliegender Rotationssymmetrie (Schmiegkugel). Das 
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photographische Bild wurde als Projektion angenommen, Parallaxenfehler wurden 
somit nicht beriicksichtigt. Die Berechnung der Kriimmung (K) erfolgte nach}: 


re ae 8 f 

A= 3h ~ epapP 
lag 8 1 

er x (z+ z 
be+4f 

ie 87 


(& = Radius des Schmiegungskreises, bzw. R und R’ = Hauptkriimmungsradien, 
b = Lange der Sehne, f = Kreisscheitelhéhe iiber der Sehne [siehe Abb. 1a). 

Zur Annaéherung der gré8ten Kreisscheitelhdhe und zur Festlegung der Sym- 
metrieachse der Zellspitzen wurde eine Lehre aus Celluloid mit konzentrischen 
Kreisen im Achsenkreuz angefertigt. Sehne und Symmetrieachse (angenommene 
Rotationsachse) wurden eingezeichnet, die Langen von b und / mit einem Nullenstech- 
zirkel abgegriffen und auf einem MetallmaBstab mit Millimeter-Nonius vermessen. 

Der durch Vergré8erungsunscharfe bedingte Abgreiffehler betrug fiir eine 
Kontrastgrenze im Héchstfall + 0,3 mm, im Extremfall bei 6 oder f + 0,6 mm; 
dies bedeutet im ungiinstigsten Fall von b = 30,0 + 0,6 mm einen Fehler von etwa 
+ 2°/) bei K; bei f = 6,0 + 0,6 mm einen solchen von etwa + 5°/, bei K. Die 
Differenzen zwischen den Mittelwerten der Zellspitzenkriimmungen der einzelnen 
Versuchsglieder liegen auBerhalb dieser Fehlergrenzen. 

Die Kriimmungswerte beziehen sich alle auf die vorgenommene Gesamtver- 
groBerung 1120:1 und auf ein R gemessen in Millimetern. Die Werte sind somit nur 
mit entsprechenden meftechnischen Voraussetzungen anderer Auswertungen zu 
vergleichen. Uber die Streuung der einzelnen Messungen siehe unter den Ergebnissen. 


B. Ergebnisse 
a) Spitzenkriimmung wachsender und nicht wachsender Zellen 


Die Projektion der Spitzen der Kontrollpflanzen zeigt in der Nahe der 
Rotationsachse eine stetige Kriimmung (Schmiegungskreis der unten 
folgenden Auswertung), in gréBerem Abstand — fiir den Fall, daB keine 
Symmetriest6érungen vorliegen — nimmt die gleichsinnige Kriimmung 
kontinuierlich ab bis zur Parallelitat der Seitenwandprojektion. Eine 
parabelférmige Kriimmung liegt nicht klar erkennbar vor. 

Die Spitzen wachsender Zellen (Spitzenwachstum) weisen eine star- 
kere Kriimmung als die der nicht wachsenden Zellen auf: eine wachsende 
Zelle zeigte z.B. H = 0,0269, eine nicht wachsende z.B. H = 0,0226. 

Es ergibt sich hiernach, daB wachsende Zellen bei gleichem definitiven 
proximalen Durchmesser des Seitenastes ein langeres Wandstiick mit 
kontinuierlich abnehmender Kriimmung besitzen als nicht wachsende 
Spitzen, und da hinter der wachsenden Spitze eine Verminderung der 
mittleren Kriimmung erfolgt?. 

1 Herrn Prof. Dr. K. JAECKEL, Berlin, méchte ich an dieser Stelle vielmals fiir 
den Vorschlag und die Diskussion der Auswertemethode danken. 

2 Die hier ermittelten Kriimmungsverhaltnisse haben z. B. fiir Bryopsis Giiltig- 
keit, nicht aber fiir die Spitzen verschiedener Pilzhyphen, bei denen meBbare 
parabelférmige Kriimmungen vorliegen kénnen. 
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b) Streuung der maximalen mittleren Kriimmung 


Die im ausgewerteten Material erfaBte Streuung der Kriimmungen ist 
zum groBen Teil durch die Fixierung verschiedener Wachstumszustande 
bedingt. Eine Trennung dieser unterschiedlichen Entwicklungsphasen 
ist nicht exakt mdéglich. 


Tabelle 1. Mittlere Scheitelkriimmung der Zuwachsspitzen von Bryopsis muscosa in 
verschiedenen Agarkonzentrationen. Vergr. 1120:1 


Maximum- und Minimum-Werte sind Einzelmessungen 


Mittlere Kriimmung 


Agar : 
Konz.°o Mittelwert Minimum Maximum heectanuee 
0 0,02394 0,01976 0,02696 0,00720 
0,025 0,02925 0,02555 0,03471 0,00916 
0,05 0,03159 0,02635 0,03463 0,00828 
0,1 0,04017 0,02938 0,04903 0,01965 
0,15 0,04158 0,03524 0,05014 0,01490 


Nach den Ergebnissen der Tab. 1 nimmt die mittlere Kriimmung (mit 
Ausnahme von 0,05°/, Agar [Max.]) mit steigender Agarkonzentration zu 
(s. Abb. 1). Dies entspricht (Ausnahme: 0,05°/, [Max.]) den Ergebnissen 
der friiheren Durchmessermessungen an den Seitenasten (v. WEIHE 1955). 
Die Streuung (als Differenz Max.— Min.) der mittleren Kriimmung ist 
bei den Agarkonzentrationen, die einen + rhizoidalen Charakter ihrer 
Zuwachsabschnitte zeigen, am héchsten. 

Es ist nicht auszuschlieBen, daB besonders bei Einzelwerten abnorme 
Extreme erfaBt werden. Klar erkennbare Extreme sehr starker Spitzen- 
krimmungen (bei gleichzeitig sehr geringem Durchmesser des Zuwachs- 
abschnittes) traten bei der Vermessung von tiber 200 Seitenasten der 
Kontrolle und der 0,025°/, Agarkonzentration in weniger als 2°/, aller 
vermessenen Zuwachsspitzen hervor. Diese Extreme wurden nicht aus- 
gewertet; hier liegen offensichtlich St6rungen vor, die unter anderem 
durch zufallig vorliegende exogene Stimulatoren bedingt sein kénnen. 

Die Minimum-Werte der Tab.1 erfassen sehr wahrscheinlich nicht 
wachsende, die Maximum-Werte dagegen verschiedene Wachstums- 
stadien der Zellen. Es ergibt sich hiernach, da® bei 0,1 und 0,15°/, Agar- 
zusatz die stirksten Formanderungen der Spitzen bei einer Sistierung 
des Spitzenwachstums vorliegen. 


c) Proximale Anderung der mittleren Kriimmung 


Proximale Abschnitte der Seitenaste zeigen eine Verminderung ihrer 
mittleren Kriimmung (Abb.2). Der Radius der Spitzen-Schmiegkugel 
ist kleiner als der halbe Durchmesser in der Mitte des Zuwachsabschnittes. 
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Nach den Ergebnissen der Tab. 2 ist der proximale Zuwachs des Haupt- 
kriimmungsradius R am niedrigsten bei 0,05°/, Agar, am héchsten bei 
0,15°/, Agarzusatz zum Meerwasser. 0,05°/, Agar ergab nach den friiheren 


Abb. 1. Zellspitzen der Seiteniste (o. V.) von Bryopsis 

muscosa. a Schema der Auswertemethode (AB = b, 

CD =F, CM — Rf) b Kontroiles ce in 0}025°/). di in 

0,05°/5; e in 0,1°/>; f im 0,15°/, Agar (Hgpitze bei der 

Vergr. 1120:1 gemessen in Millimeter ist bei b = 0,0243, 
c = 0,0288, d = 0,0316, e = 0,0390, 7 = 0,0400) 


if 


Untersuchungen (vy. Wen 1955) den starksten Oberflachenzuwachs 
und die héchste elastische Dehnung der Zellwand; 0,15°/) Agar zeigte die 
geringste Oberflachenentwicklung der Seitendste und die geringste 
elastische Wanddehnung bei vorherrschendem morphologisch rhizoidalem 
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Charakter der Zuwachsabschnitte. Es ergibt sich also, dab die GroBe des 
proximalen Kriimmungsradius-Zuwachses keine einfache Beziehung zur 
Agarkonzentration aufweist, sondern daB durch die Agarwirkung beein- 


Tabelle 2. Zuwachs des Hawptkriimmungsradius R 
in proximalen Abschnitten der Seitendste 


Mittlererhalber 
Rone Mittlerer Durchmesser Zuwachs des 
Konz Schmiegkugel-| jn Mitte des Kriimmungs- 
- radius Zuwachs- radius R 
abschnittes 
"Io Ml | Ml "lo 
0 37,09 54,97 46,39 
0,025 30,80 48,91 58,80 
0,05 28,41 39,74 39,89 
0,1 22,76 34,54 51,79 
0,15 21,68 36,43 68,07 
60 
u 
50 
40 
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Abb. 2, Abhiingigkeit der Radien des Spitzen-Schmiegungs- 


kreises (b) und des halben Durchmessers des Zuwachs- 

abschnittes (a, gemessen in der Mitte des Zuwachsabschnittes) 

von der Agar-Konzentration; a— b proximaler Zuwachs 
von RF (schraffierte Fliiche) 


und 
Zunahme der mittleren Kriimmung. 


fluBte Anderungen der 
mechanischen Wand- 
eigenschaften — mitbe- 
teiligt sein koénnen. 


d) Berechnung der 
relativen Grope der Grenz- 
flachenenergiesenkung 


Bei der bisher ange- 
wendeten Berechnungs- 
methode der relativen 
Grenzflachenenergiesen- 
kung mit Hilfe des 
halben Seitenastdurch- 
messers in der Mitte 
des Zuwachsabschnittes 
(v. WEIHE 1955) ergaben 
sich in hoher Agar- 
konzentration (0,1 und 
0,15°/,) Messungs- und 
Berechnungsschwierig- 
keiten, da die Seitenaste 
hier einen -++- ausgepragt 
morphologisch — rhizoi- 
dalen Charakter zeigen. 
Die Zahl der wachsenden 
Wandareale wird erhéht 
und hierdurch der ab- 
gegriffene Durchmesser 
heraufgesetzt. 

Bei den hier vor- 
gelegten MeBergebnissen 
zeigen jedoch die ein- 
zelInen wachsenden 


isolierten Zellspitzen auch in diesen Konzentrationen eine 


Die bisherigen Ergebnisse zeigen, daB die Verwendung des halben, 
Seitenastdurchmessers (gemessen in der Mitte des Zuwachsabschnittes) 
fir die Ermittlung der relativen Grenzflachenenergieinderung bei 
kritischer Betrachtung nur fiir eine Annaherung zulissig ist. Dieses 
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Verfahren ist bei Bryopsis zur allgemeinen Orientierung zu ver- 
wenden. 

Nach Tab.3 ergeben sich bei der Verwendung der verschiedenen 
Kriimmungsradien Unterschiede. Die relativen Grenzflichenenergie- 
senkungen der 3. Spalte der Tab.3 schlieBen die proximalen Durch- 
messererhoéhungen aus. 

Kine Kalkulation der relativen Grenzflachenenergiesenkung — ohne 
Beriicksichtigung turgor- und elastizitiéts-bedingter Deformierungen — der 


Zellwande (Phasen- 

grenze: Zellwandbau- ‘Tabelle 3. Berechnung der relativen Grenzflichen- 
energiesenkungen gegeniiber Kontrolle nach den ge- 
messenen Kriimmungsradien der Seitendste von 
Bryopsis muscosa bei steigender Agarkonzentration 


stein-AuBenlésung) ist 
praktisch nur durch 
die Vermessung einer 
- groBen Zahl verschie- 


Grenzflichenenergiesenkung (°/,) 


Agar- berechnet aus berechnet aus 


dener Zellspitzen in den ee Radius in der Mitte des | | Schmiegkugelradius 
Kontrollen und den Ver- fo Seitenastzuwachses, der Seitenastspitze, 
5 aid Mittelwert * Mittelwert 
suchsl6sungen moglich. 
Diese Methode muB 0 0 0 

zwangsliufig eine Streu- _—- 9025 , 22,0 32,72 

4 0,05 47,8 42,76 
ung der maximalen 01 60.6 63.94 
mittleren Kriimmung 0,15 (56,3) 66,64 


der Zellspitzen in Kauf * Werte aus v. WEIHE 1955. 

nehmen, da auBer der 

Variabilitat der Seiteniste noch der Fehler der verschiedenen Ent- 
wicklungsphasen trotz Ausschaltung deutlich erkennbarer Extreme 
in den zu bildenden Mittelwert eingeht!. 


C. Diskussion 


Die vorgelegten Untersuchungen haben ergeben, daB die von Bryopsis 
bekannte Durchmesserverminderung der Seitenadste nach Zugabe steigen- 
der Agarmengen (v. WEIHE 1955) ebenso in einem Anstieg der maximalen 
mittleren Kriimmung der Zellspitze vorliegt. ; 

Die mittlere Kriimmung wird in proximalen Zellabschnitten vermin- 
dert bis H ~ > wird. Bezogen auf die mittlere Kriimmung der Zell- 
spitze ist diese Verminderung am geringsten bei 0,05°/, und am starksten 
bei 0,15°/, Agarzusatz. Bei letzterem liegt proximal eine Erhéhung der 
Zahl wachsender Zellwandorte vor. 

Anderungen der Zellspitzenkriimmungen bei einer Sistierung des 
Spitzenwachstums sind allgemein bei den verschiedensten Objekten zu 


1 Bei Prerior Senkung der Grenzflachenenergie (yz <vy.) kann es unter Um- 
stinden zu einer Verminderung der mittleren Kriimmung der Zellspitze durch 
Erhéhung der Zahl wachsender Zellwandorte kommen. 
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beobachten und bekannt; so berichtete SrErNHOFF (1955) iiber ahnliche 
Erscheinungen bei den Hyphen eines Mucor mucedo-Stammes. STEIN- 
Horr (1955) untersuchte die Wirkung von Benzol- und Naphthalin- 
daimpfen auf Wachstum, Verzweigung, Spitzenformanderung und Farb- 
barkeit der Pilzhyphen. Diese Formanderung der Zellspitzen von Mucor 
mucedo, so z.B. die beobachtete Proliferation der Hyphen nach Ein- 
wirkung von Benzoldampfen, ferner das Anschwellen der Sporen und 
das Auswachsen mehrerer Hyphen in gesattigter Naphthalindampf- 
Atmosphare kénnen mit der erhéhten ,,morphologischen Labilitat der 
Sterigmen, den Proliferationen und Sekundarképfchenbildungen von 
Aspergillus repens (THIELKE 1957, 1958) bei einer Kultur unter anderem 
in 28°C und = 95°/, rel. Feuchtigkeit oder bei erhodhter Temperatur 
verglichen werden. In beiden Fallen bewirkt offensichtlich eine Anderung 
der exogenen Stimulatoren eine Formanderung der wachsenden Zell- 
spitze, eine gesteigerte Oberflachenentwicklung bzw. eine Erhéhung der 
Zahl wachsender Zellwandorte, die auch zu einer Durchmessererhéhung 
der Spitzen fiithren kann. Die genannten morphologischen Anderungen 
treten zum Teil auch bei Bryopsis nach Agarzugabe auf. Die Erhéhung 
der Zahl wachsender Zellwandorte ist hier nicht wie bei den obigen Pilz- 
beispielen in distale, sondern in proximale Bezirke verlagert. Diese Ver- 
lagerung erklart zum Teil den Durchmesseranstieg der Zuwachsabschnitte 
aus 0,15°/, Agar im Vergleich zu 0,1°/) Agar. Die Kriimmung der wach- 
senden Zellspitzen ist in 0,15°/, Agar stark erhéht. Diese Vorginge bei 
Bryopsis sind als Folge einer starken Grenzflachenenergiesenkung 
(yz <y.) interpretiert worden (v. WETHE 1955). Moglicherweise ist bei 
den oben genannten Beobachtungen bei Mucor bzw. Aspergillus die 
gleiche energetische Anderung verantwortlich zu machen. Bei Asper- 
gillus bewirken z.B. erhdhte Temperatur oder erhéhte Luftfeuchtigkeit 
eine Steigerung der Zahl wachsender Zellwandorte (THTELKE 1958). Beide 
Faktoren, diirften auf Grund physikalischer Erwigungen eine Anderung 
der Oberflaichenenergie (Kohasion der Zellwandbausteine an der Grenze 
Zellwandbaustein— AuBenphase) auslésen. 

Die proximale Verminderung der mittleren Kriimmung kann bei 
Bryopsis durch die Bindungsverhaltnisse (Verhaltnis: Kohésionsbindung 
zu Valenzbindung) der Zellwandbausteine, den Turgordruck und die 
Grenzflachenenergie bedingt sein. 

Wie friiher nachgewiesen werden konnte (v. WEIHE 1. c¢.) ist die 
elastische Dehnung der Zellwand in tangentialer Richtung hoher als in 
axialer Richtung; diese elastische tangentiale Dehnung wachsender 
Zellen ist bei 0,5°/, Agar am héchsten, bei 0,1—0,15°/, am niedrigsten. 
Agar beeinflu&t die Bindungsverhaltnisse der Zellwandbausteine. Die 
proximale Verminderung der mittleren Kriimmung verhalt sich nach den 
hier vorgelegten Ergebnissen umgekehrt. Vermutlich sind also fiir diese 
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Erscheinung die unterschiedlichen, durch Agar beeinflu8ten Bindungs- 
verhaltnisse (,,Fixierung‘‘) der Zellwandbausteine verantwortlich zu 
machen. 

Der Turgordruck kann nur in Abhangigkeit von dieser ,,.Fixierung‘‘ 
der Zellwandelemente eine formative Wirkung haben. 

Die Grenzflichenenergie hat direkt nur einen Hinflu8 auf den Umfang 
der Kohasionsbindungen an den Grenzflichen der Zellwandbausteine. 
Kine Beeinflussung der Verminderung der proximalen Kriimmung kann 
somit nur indirekt von der Grenzflichenenergiedinderung ausgehen. 

Der proximale Zuwachs des Kriimmungsradius ist nach diesen Ergeb- 
nissen offensichtlich auf die durch Agar beeinfluBte tangentiale bzw. 
axiale Zellwandbausteinfixierung bzw. auf die Verschiebung des Langen- 
Breiten-Dehnungsverhaltnisses mit steigender Agar-Konzentration, die 
friher nachgewiesen wurden (v. WEIHE 1955), zuriickzufiihren. 

Die Durchmesseranderungen der Zuwachsabschnitte sind auf eine 
durch Agar bedingte Grenzflachenenergiesenkung (Phasengrenze: Zell- 
wandbaustein—AuBenlésung) der Zellwand an der wachsenden Spitze 
zuruckgefihrt worden. Die hier angewendete Methode der Ermittlung 
der groBten Spitzenkrimmung beriicksichtigt diesen Ort der Zellwand- 
neubildung, an dem vorwiegend isotrope Anordnung der Zellwand- 
bausteine vorliegt. 

Diese mittlere Kriimmung der Zellspitze ist — abgesehen von der 
durch die Entwicklungsphasen bedingten Streuungen — durch den 
Turgordruck und die Elastizitat der Zellwand beeinfluBt. Diese 
Kriimmung sinkt bei nicht wachsenden Spitzen (sofern die Spitzen- 
kriimmung gr6Ber als die proximale Kriimmung ist) mit steigendem 
Turgordruck und steigender Elastizitat der Spitzenwand. Bei wachsen- 
den Zellen gelten annahernd die gleichen Verhaltnisse, mdglicherweise 
aber beeinfluBt von einem in proximaler Richtung vorliegenden Elasti- 
zitatsgefalle. 

Die erforderlichen Korrekturfaktoren der verwendeten Formel sind 
vorerst zahlenmaBig noch nicht erfaBbar. Die der Berechnung zugan- 
gigen morphologischen Daten liefern nach dem hier angewendeten Ver- 
fahren eine Verbesserung in der Annaherung der relativen Grenzflachen- 
energieanderungen. 

Zusammenfassung 

1. Die mittlere Kriimmung wachsender und nicht wachsender Zell- 
spitzen von Bryopsis muscosa (Seitenaste o. V.) wird mit und ohne Ein- 
wirkung von Agar in verschiedenen Konzentrationen untersucht. 

2. Die mittlere Kriimmung wachsender Zellspitzen ist gréBer als die 
nicht wachsender Zellen. Die Streuung der Kriimmungswerte ist durch 
die Erfassung verschiedener Wachstumszustinde mit beeinflu8t. Die 


Spitzenkriimmung nimmt mit steigender Agarkonzentration zu. 
4* 
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3. Die proximale Verminderung der mittleren Kriimmung wird als 
Folge der durch Agar beeinfluBten Fixierung der Zellwandbausteine 
(Verschiebung der axial-tangentialen Relation: Valenzbindung— Koha- 
sionsbindung) angesehen. Sie ist am gr6éBten in 0,15°/, Agar, am niedrig- 
sten in 0,05°/, Agar. 

4. Die relative Grenzflaichenenergiesenkung wird mit Hilfe des 
Schmiegkugelradius der Zellspitze angenahert. Turgor- und elastizitats- 
bedingte Formanderungen, sowie die entsprechenden Korrekturen der 
verwendeten Formel miissen vorerst unberiicksichtigt bleiben. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
an Mycobacterium phlei 


(Struktur und Bildung der metachromatischen Granula) 


Von 
GERHART DREWS 


Mit 11 Textabbildungen 
(Hingegangen am 22. August 1959) 


In den Mycobakterien entstehen unter bestimmten Stoffwechsel- 
bedingungen Granula, die zu einem hohen Prozentsatz aus Polyphos- 
phaten zusammengesetzt sind (KrtGpr-THImEMER u. LEMBKE 1954; 
Mupp u. Mitarb. 1958; Drews 1958, 1959). Mit den Mitochondrien- 
Aquivalenten, wie urspriinglich angenommen wurde (Mupp u. Mitarb. 
1951), sind sie nicht identisch (Mupp u. Mitarb. 1956; Drews 1958). 
Thr stark wechselndes Auftreten und ihre Verteilung in der Zelle sprechen 
auch dagegen, daB es sich um Kerne handelt, wie Knayst (1957) ver- 
mutet. Es ist aber bisher nicht bekannt, ob die Bildung dieser Granula 
in praformierten Strukturen der Zelle erfolgt oder ob diese Einschliisse 
sekundare Ansammlungen, von Stoffwechselprodukten sind. Biochemische 
Untersuchungen sprechen fiir eine Bindung der Polyphosphate an Kiweib 
(LANGEN u. Liss 1958) oder Ribonucleinséiure (BELOSERSKI 1958). Dem- 
nach kénnten die Granula iiberall in der Zelle entstehen. Uber eine 
Lokalisierung des Polyphosphat-synthetisierenden Fermentsystems ist 
nichts bekannt. SHinoHaRA (1955) und K6npen (1956/57) sprechen 
davon, daB zwischen Granula- und Vacuolenbildung ein Zusammenhang 
besteht. Nach Beobachtungen K6LBEts liegen Granula und Vacuolen, 
auch wenn nur in geringer Zahl vorhanden, immer benachbart. Die 
Vacuolisierung soll ihren Ausgang von den groBen Granula nehmen und 
die kleinen Granula durch Abscheidung von Substanz aus den groBen 
Granula in die Vacuole gebildet werden. 

Bisher wurden die Mycobakterien zumeist als Totalpraparate ab- 
gebildet. Die Granula als undurchstrahlbare und Elektronenstrahlen, 
stark streuende bzw. absorbierende Gebilde erschienen ohne Struktur 
gleichmaBig dunkel oder nach stérkerem Beschu8 wabenartig aufgeteilt 
(Ruska 1952; K6LBeL 1955; Surnonara 1955). Auch in den ver6ffent- 
lichten Abbildungen von Schnitten durch Mycobakterien und anderen 
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Mikroorganismen ergibt sich das gleiche Bild (BAssERMANN 1956, 
Nikiow1tTz u. DREws 1956). 

Es sollte daher an einem gréBeren Material der Frage der Entstehung 
von Granula und ihrer Struktur nachgegangen werden. 


Abb.1. Mycobacterium phlei. Liingsschnitte, 2 Std-Kultur. Die Granula sind unter ElektronenbeschuB 
teilweise sublimiert 


fehlt die Polyphosphateinlagerung zum Teil 


Methodik' 


Nach Erprobung verschiedener Formol-, OsO,- und KMn0O,-enthaltender 
Fixierungsgemische wurde zumeist nach folgendem Schema gearbeitet. Nach Vor- 
fixierung (30 min) mit einer gepufferten, 1:10 verdiinnten Formalinlésung wurden 
die Bakterien 4 Std bei 2°C mit einer 1°/jigen, gepufferten OsO,-Lésung, die 1°/, 
Glycerin und 0,1 Mol Saccharose enthielt, behandelt. Nachkontrastiert wurde zum 
Teil in 1°/,iger Uranylacetatlésung. Zur vollstiindigen Durchdringung mit Meta- 
crylat war es erforderlich, nach dem Entwissern die Bakterien 3 x 40 min mit dem 
fertigen Gemisch (Metacrylsiurebutylester : Metacrylsiuremethylester 9:1 + 0,5°/, 


1 Fiir die Hilfe bei der Herstellung der Priparate und der Aufnahmen danke ich 
Frau Casprr, Frl. Heinze, Herrn Barer und Herrn WAacHsMUTH. 
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Benzoin als Beschleuniger) vorzubehandeln. Die Polymerisation geschah im U.V.- 
Licht (Massry 1953, Wxrnres 1955, Nrkiowrrz 1958). Die Objekte wurden mit 
Hilfe des Ultramikrotoms nach NrkiowiTz (1955) geschnitten. 


Abb. 3. Mycobacterium phlei. Liingsschnitte. Die Granula (@) zeigen unter 
der Polyphosphatinkrustation noch eine Higenstruktur 


Abb. 4b 
Abb. 4. Mycobaterium phlei. Liingsschnitt durch Bakterien aus einer 48 Std alten Agarkultur 


Ergebnisse 
Auch in Diinnschnitten durch Mycobacterium phlei sind die Granula 
haufig nur als undurchstrahlbare Gebilde oder deren Verdampfungs- 
formen zu erkennen (Abb.1). Man findet aber auch Granula, bei denen 
die Polyphosphate teilweise herausgelost oder erst in der Bildung 
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begriffen sind. An solchen Stellen ist zu erkennen, daB sich unter den 
Polyphosphaten noch eine andere Struktur verbirgt (Abb.2 und 3), die 
wesentlich schwiicher elektronenstreuend wirkt. Sie gleicht in ihrem 
Kontrast dem Cytoplasma. Eine Membran ist nicht ausgebildet. 


V Vacuolen in verschiedenen Stadien der Entwicklung. Bakterien 


Lings- und Querschnitte. 
abgeschwemmt und 5 min bei 37°C in fliissiger Sauton-Niihrl6sung auf dem Schiitteltisch bebriitet 


Mycobacterium phlei. 


nach 48 Std Kultur von Agar 


Abb. 


a 


Die Frage des Vorhandenseins einer priformierten Struktur hingt eng 
; x £ F 
mit der Kntstehung der Granula zusammen. Zunachst soll gepriift wer- 
den, ob Granula- und Vacuolenbildung in einer Beziehung zueinander 
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stehen, wie es nach den Beobachtungen von K6LBEL (1958) an Totalpra- 
paraten der Fall ist. Anfinglich wurde bei Schnitten zum Teil eine 


e ee” 


Abb. 6. Mycobacterium phlei. Schriigschnitt. G Granulum aus Mikrogranula zusammengesetzt. 
Kultur wie Abb.5 aber 45 min bebriitet 


Abb.7. Mycobacterium phlei. Lingsschnitt. Friihstadien der Granula aus 48 Std alter Agarkultur 


ahnliche Zuordnung von Granula und Vacuolen beobachtet, wie sic 
KO6xLBEL beschrieben hat (Abb.1). Eine Abplattung der Granula durch 
die Vacuole trat nur in Ausnahmefillen ein. Da die in Abb.1 gezeigten 
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Bakterien aber sehr grofe, schaumig zerteilte Vacuolen besaBen, blieb 
fiir die Granula gar kein Platz mehr als dicht neben den Vacuolen. Die 
Bilder kénnen also nicht als Bestatigung der Kélbelschen Auffassung 
gelten. Die Durchsicht einer gréBeren Anzahl von Aufnahmen von Material 
aus Kulturen, die sich im Ansatz und der Bebriitungszeit unterschieden, 
ergab keinen Zusammenhang zwischen Granula- und Vacuolenbildung, 
auch wenn man die Zeitfolge mit beriicksichtigt. Die Granula lagen am 
Rande oder mitten in der Zelle, im fibrillir aufgeteilten oder im dichten 


4 


Abb.8. Mycobacterium phlei. Liingsschnitt. 2 Granula in verschiedenen Entwicklungszustinden 


Cytoplasma (Abb.4, 5 und 6). Die Vacuolen entstehen unabhangig davon 
durch Auflockerung und Auflésung der cytoplasmatischen Struktur 
(Abb. 5). 

Nach Abb.2 zu urteilen haben die Granula ein Grundgertist, in das 
die Polyphosphate eingelagert sind. Abb.7 zeigt Strukturen, die als 
Friihstadien von Granula zu deuten sind. Wie in Abb.2 erkennt man 
eine Struktur, die vom tibrigen Cytoplasma nicht scharf abgegrenzt, aber 
dichter und feink6érniger ist. Darin werden, erkenntlich am starkeren 
Kontrast, Polyphosphate abgelagert. Die im fertigen Granulum aus- 
gebildete Abrundung zur Kugelform ist noch nicht vorhanden. Abb.8 
zeigt neben einem fertig ausgebildeten ebenfalls ein Granulum, dessen 
Polyphosphatgehalt stark herabgesetzt ist. Ob es ein Friih- oder Spat- 
stadium ist, laBt sich nicht sagen. Das stiirker aufgeteilte Cytoplasma 
und die gute Abgrenzung des Granulum gegen seine Umgebung lassen 
das letztere vermuten. Nach dem Bildmaterial zu urteilen wiirde also die 
Granulaentstehung von Plasmaverdichtungen unbekannter Zusammen- 
setzung ausgehen. 

Es gibt aber noch eine andere Deutungsméglichkeit. In den Bakterien 
kommen fast regelmaBig sehr kleine Granula vor, die schon fertig aus- 
gebildet sind und in ihrer Umgebung keine Strukturierung zeigen, die 
auf ein ,,Wachstum* des Mikrogranulums schlieBen 1aBt (Abb. 4a). 
Daneben findet man auch gréBere Granula, die aus Mikrogranula 
zusammengesetzt sind (Abb.6 und 9), und es liegt nahe zu vermuten, 
daf sie durch eine Aggregation von Mikrogranula entstanden sind. Das 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Mycobacterium phlei 59 


wiirde voraussetzen, daB die Mikrogranula in der Bakterienzelle wandern 
kénnen. Eine Brownsche Molekularbewegung der Partikel laBt sich 
zamindest in jungen Bakterien lichtmikroskopisch nicht beobachten. 


= 


Abb. 9. Mycobacterium phlei. Langs- und Abb.10. M yeobacterium phiet. Liangsschnitt 
Schrigschnitte. G verschiedene Granula- mit 2 Mitochondrieniquivalenten (MM); MZ 
formen. 48 Std alte Agarkultur mit Polyphosphatresten. 48 Std Agarkultur 


Aber es wire denkbar, daB eine Wanderung submikroskopischer Hin- 
schliisse tiber kleine Entfernungen stattfindet. 

AuBer den polyphosphathaltigen Granula werden auch in der Myco- 
bakterienzelle Mitochondrienaiquivalente ausgebildet, deren Existenz 
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durch cytochemische Methoden zuerst von Mupp u. Mitarb. (1956) 
nachgewiesen werden konnte. Elektronenmikroskopisch wurden sie von 
SHINOHARA u. Mitarb. (1958) dargestellt. Die Abbildungen bei SHrNo- 
HARA lassen eine fibrillare bis tubulire Struktur erkennen, die bei der 
Praparation etwas schrumpft und sich dadurch vom Cytoplasma deut- 
lich abhebt. In den eigenen Aufnahmen von Schnitten durch M ycobact. 
phlei stellten sich die Mitochondrienaiquivalente als Gebilde mit einer 
sehr feinen und dichten Struktur dar (Abb.10M), wie sie auch die 
Mitochondrienaquivalente von E.coli (NrKLowr1rz 1958) und Sarcina 


Abb. 11. Mycobacterium phlei. Stark aufgelockertes Cytoplasma und Mitochondrieniquivalente 
Kultur wie Abb.5 aber 2 Std bebriitet 


ventriculi (INNOLL u. NrKLow1Tz 1958) besitzen. In alteren Zellen wird 
die Struktur aufgelést, und es bleiben strangférmig-fibrillare Gebilde 
zuriick (Abb. 11). 

Ks wird auch aus den vorliegenden Aufnahmen deutlich, da’ Mito- 
chondriendquivalente und Polyphosphatgranula verschiedene Struk- 
turen sind, was aber nicht ausschlieBt, daB in den Mitochondrienaqui- 
valenten Polyphosphate abgelagert werden (Abb.10 WM’), wie es auch 
von NrkLow1Tz (1958) bei Badhamia utricularis beobachtet wurde. 


Diskussion 

Im Verlauf dieser Untersuchung ergaben sich Anhaltspunkte fiir 
zwei Wege der Granulabildung. Einmal ware es denkbar, daB sich 
in Plasmabezirken, die sich nicht durch eine Membran, sondern 
nur durch eine feinere Substruktur von der Umgebung abgrenzen, Poly- 
phosphate anhaufen, bis die kugeligen, licht- und elektronenstreuenden 
Granula ihr typisches Aussehen erhalten haben. In diesem Falle wiirde 
also in einem groBeren Bezirk eine allmihliche Anreicherung von Poly- 
phosphaten stattfinden, die Granula wihrend ihrer Bildung aber nur 
wenig an GréBe zunehmen. Die andere Méglichkeit wire die, daB im 
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Cytoplasma immer vorhandene Mikrogranula als Kondensationskeime 
wirken und allmahlich zu gr6éBeren Gebilden heranwachsen oder sich 
zusammenlagern und verschmelzen. Eine Bildung der Granula durch 
Entmischung wie etwa bei Lipoidtrépfchen kommt kaum in Frage, weil 
die Polyphosphate wihrend ihrer Bildung an ein hochmolekulares Sub- 
strat gebunden werden. Es scheint sicher zu sein, daB die Polyphosphate 
nicht in selbstandigen Zellorganellen, die mit einer Membran abgegrenzt 
und eine eigene Struktur haben sowie chemisch differenziert sind, 
synthetisiert werden, sondern in Plasmabezirken, die sich schwer defi- 
nieren lassen, weil ihre chemische Zusammensetzung noch unbekannt 
ist. Wenn es sich um ein Eiweifs oder ein Ribonucleoproteid handelt, wie 
es nach den bisherigen Untersuchungen verschiedener Autoren durchaus 
denkbar ware, so wiirde sich auch vermutlich die Struktur kaum von 
_ der Umgebung unterscheiden, weil ja beide Verbindungen in der gesam- 
_ ten Zelle vorkommen. 
Hine Bildung der Granula in Verbindung mit Vacuolen etwa nach Art 
einer Sekretion muB nach unseren Untersuchungen ausgeschlossen werden. 


Summary 


The structure and formation of polyphosphate-granules has been 
investigated by means of ultrathin sections through M ycobacteriwm phlei. 

After removing the polyphosphate, a fine grained and scarcely electron- 
scattering structure was to be seen which, however, was not bordered by 
a membrane. 


The granules probably originate in distinct regions of the cytoplasm 
from irregularly shaped intermediate stages or from agglomerations of 
micro-granules. 

Mitochondria-like structures of Mycobacterium phlei are described. 
Polyphosphates probably may be accumulated in these structures as 
well. 
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Reversion der Mutationen und Reaktivierung 
durch sichtbares Licht sowie verschiedene Salzlésungen 
nach UV-Bestrahlung von Serratia * 


Von 
R. W. KAPLAN und W. GUNKEL 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 1. August 1959) 


Wahrend die Photoreaktivierung, d.h. die Wiederherstellung der 
Lebensfahigkeit, durch sichtbares Licht nach UV-Bestrahlung schon 
recht eingehend bei Bakterien analysiert ist, sind die bisherigen Ergeb- 
nisse tiber die Photoreversion von Mutationen verhaltnismaBig sparlich 
(Uberblick bei JacaER 1958). Dies hat wohl zum groBen Teil seinen 
Grund in der meist iiblichen Verwendung von Mutationen, die wegen 
ihrer groBen Seltenheit nur mit laboridsen selektiven Methoden nach- 
zuweisen sind (z.B. zu Resistenzen oder zur Anauxotrophie). Aus diesem 
Grunde wurden die vorliegenden Versuche mit Serratia marcescens 
(Bacterium prodigiosum) ausgefiihrt, emem Bakterium, welches nach 
UV-Bestrahlung bis 15 oder 20°/, Mutationen zur geanderten Kolonie- 
farbung ergibt, so daB Mutanten- und rote Normalkolonien auf der 
gleichen Plattenkultur ausgezahlt werden kénnen. Als Probleme, die fiir 
die Einsicht in den Ablauf des Mutationsvorgangs tiber photoreversible 
Stadien aufschluBreich sein konnten, wurden die Abhangigkeit der 
Mutationsrate von der UV-Dosis mit und ohne Nachbelichtung sowie der 
EinfluB der Lichtdosis studiert. Weiterhin wurde die Nachbelichtung bei 
verschiedenen Temperaturen vorgenommen sowie ferner die Wirkung 
einer Dunkelpause zwischen UV und Licht bei variabler Temperatur 
untersucht. Durch diese Experimente sollte versucht werden, etwas tiber 
den Mechanismus der Mutationsreversion durch Licht zu erfahren. 
SchlieBlich sind noch Ergebnisse titber Reversion bzw. Reaktivierung 
_ durch Nachbehandlungen im Dunkeln mitgeteilt. 

' Die meisten Versuche wurden am Stamm K von Serratia ausgefithrt, 
bei dem durch UV Mutationen zu sektorierten Kolonien (s-Mutationen) 


* Herrn Prof. Dr. SoHWEMMLE zum 65. Geburtstag gewidmet. Die experimentellen 
Ergebnisse iiber die Photorestauration wurden von W. GUNKEL in der Doktor- 
dissertation bei der Naturwissenschaftlichen Fakultét der Universitat Frank- 
furt (Main) 1958 verwendet. 
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in einem Eintreffervorgang ausgelést werden (Kaptan 1948—56). Zum 
Vergleich wurden auch einige Experimente am Stamm HY angestellt, 
der neben wenig s-Mutationen viele total gednderte hellrote bis weibe 
Kolonien entsprechend einer Mehrtrefferkurve ergibt (LABRUM u. Bun- 
TING 1953). Der mehrere haufige Mutationstypen liefernde Stamm CV 
(KapLaNn 1958) stand zur Zeit der vorliegenden Versuche (1955—57) noch 
nicht zur Verfiigung. 


I. Methodik 


Die verwendeten Methoden entsprechen den friiher geschilderten (KAPLAN 1952, 
1956). Die auf der Oberflache von Minimalagar wachsenden Normalkolonien des 
Stammes K sind nach 2tagigem Wuchs bei 30° karminrot und flach gewélbt. Nach 
UV-Bestrahlung erscheinen bis zu 15 oder 20°/,s-Mutantenkolonien, welche aus 
mehreren verschieden grofBen, etwas wolkigen, roten und weifen Sektoren oder 
Flecken bestehen und in Nachkulturen eine Mischung von normal roten (r), wei- 
Ben (w) sowie wenigen sektorierten (s) Kolonien liefern. Die Sektorierung beruht 
sehr wahrscheinlich auf durch das UV induzierten hochmutablen Allelen (oder einem 
Allel), welche wahrend des Koloniewuchses weiter nach w sowie zuriick zu r mutieren 
(Kaptan 1952, 1956, 1958). Die spontan zu etwa 2°/, im Normalstamm (r) vor- 
kommenden w-Mutantenkolonien werden durch UV nicht vermehrt und sind daher 
in den Versuchen nicht ausgewertet worden. 

Die Normalkolonien des Stammes HY? sind etwas kraftiger blutrot gefarbt, 
etwas kleiner und gewélbter als die von Stamm K. Die s-Kolonien von HY ahneln 
denen von K, sind aber meist in der Mitte blaB. Hellrote (h) bis weiBe (w) Kolonien 
sind in diesem Stamm spontan selten (<1°/)), sie werden durch UV bis auf viele 
Prozent erhéht. Ihre UV-Dosiskurve ist konkav-mehrtreffermaBig, die Zunahme 
durch UV beruht gesichert nicht auf bloBer Selektion von Spontanmutanten, son- 
dern auf Mutationsauslésung (LABRUM u. Buntine 1953, Kaptan 1958). Auf dem 
verwendeten Minimalagarmedium (Kapitan 1952, 1956) erscheinen bei HY in 
groBerer Zahl flache weiBe Kolonien mit einigen etwa gleichgroBen roten Flecken, 
die langsamer wachsen. Diese ,,speckled‘‘ Kolonien werden durch UV nicht ver- 
mehrt und bleiben daher unberiicksichtigt. 

Der Agarnahrboden (,,Minimalboden“) enthielt Glycerin und Citronensiure als 
Kohlenstoffquellen, auBerdem Nahrsalze und Spurenelemente. Das fliissige Minimal- 
medium hatte die gleiche Zusammensetzung, lediglich fehlte der 2°/,ige Agarzusatz. 
Zur Herstellung der Suspensionen fiir Bestrahlung wie Verdiinnungsreihen wurde 
eine Salzlésung (Saline) verwandt, die 5g NaCl + 0,12 ¢MgS0O,- 7H,O auf 
1000 ml Aqua dest. enthielt. Als UV-Strahler diente eine Quecksilber-Nieder- 
drucklampe Osram HNS 12 ozonfrei. Die Strahlung bestand zu etwa 85°/, aus der 
Linie 254 mu. Die Intensitat der UV-Strahlung betrug am Suspensionsort 18 erg/ 
mm-~?/sec~! und wurde vor jedem Versuch mit einem an einem UV-Dosimeter nach 
LataRJEr kalibrierten Gerat nachgepriift. Die Licht quelle I bestand aus 2 Osram- 
Leuchtstoffroéhren u-formiger Gestalt (HNW 204) mit je 40 Watt Leistungs- 
aufnahme. Neben einer starken kontinuierlichen Strahlung emittierte sie intensiv 
die Wellenlangen 405/8, 436, 546 und 577/79 mu. Die Reagensréhrchen mit den Zell- 
suspensionen wurden zwischen die Schenkel der Leuchtstoffréhren gestellt und mit 
Hilfe eines Ventilators gekiihlt. Die Licht quelle II war eine Osram- Quecksilber- 
hochdrucklampe HgH 2000 von 480 Watt. Das Licht setzte sich vorwiegend aus den 
Linien 404,7; 407,8; 546,1 und 577 mu ohne wesentliches Kontinuum zusammen. 


1 Frau Dr. M. I. Buntine sei fiir Uberlassung des Stammes gedankt. 
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Die Lampe befand sich in einem auf einer optischen Bank befestigten Gehause mit 
Belichtungsschieber und Ventilator. Die zu belichtenden Proberéhrchen standen in 
einem Wasserbadthermostaten mit Glasfenster. Die Temperaturregelung erfolgte 
durch einen Braun-Thermomix und ein Kiihlaggregat iiber Kontaktthermometer. 
Das Licht fiel vor Erreichen der Proben durch ein Warmeschutzglas 3 mm Schott 
Kg 2 sowie durch 4 cm Wasser und ein 1 cm Kupfersulfatfilter (57g in 11 Aqua 
dest.). 

Zur Bestrahlung wurden Suspensionen aus Kolonien von Agarplatten her- 
gestellt, die 3 Tage bei 30°C bebriitet waren und deren Bakterien sich somit in der 
stationéren Phase befanden. Der Titer der bestrahlten Suspensionen lag jeweils bei 
etwa 2,5 - 108/ml. Der statistische Bedeckungsgrad der Zellen, berechnet nach der 
Formel von Kapian (1956a), betragt hierbei etwa 32°/,. Die Suspensionen wurden 
in eine Petrischale gegeben und mit Hilfe eines unter der UV- Quelle montierten 
Drehtisches wihrend der Bestrahlung durchmischt. Zu verschiedenen Zeiten wurden 
Proben entnommen und verschieden groBen, zum Teil auch maximal reaktivieren- 
den Lichtdosen ausgesetzt oder als Dunkelkontrolle bei der gleichen Temperatur 
die gleiche Zeit ohne Belichtung aufbewahrt. Im zweiten Teil der Arbeit wurde bei 
verschiedenen Temperaturen und in verschiedenen Lésungen unter Beliiftung im 
Wasserbad zwischenbehandelt. Die Herstellung der Verdiinnungsreihen, Aus- 
plattung und Auswertung der Ergebnisse lehnte sich weitgehend an die von KaPpLan 
(1956a) beschriebenen an. Die Zimmerbeleuchtung erfolgte wihrend der Versuche 
durch Gelblicht, das keine Reaktivierung hervorruft. Die beimpften Platten wurden 
bei 30°C bebriitet. 

Das Wiederherstellen der unbegrenzten Vermehrungsfahigkeit wird im folgenden 
als ,,Reaktivierung**, das Verhindern einer Mutation als ,,Reversion“, beide Effekte 
gemeinsam als ,, Restauration“ bezeichnet. Die UV-Hinwirkung wird ,, Bestrahlung“, 
die Lichteinwirkung ,,Belichtung“ genannt. 


II. Ergebnisse 


A) UV-Dosiskurven mit und ohne maximal wirksame 
Nachbelichtung 


Die Abhangigkeit der Uberlebendenrate u = N/N, sowie die der 
Rate m der s-Mutationen des Stammes K von der UV-Dosis D ohne (d) 
und mit (/) maximal wirksamer Nachbelichtung (30 min mit Lichtquelle I) 
ist in Abb.1 dargestellt. Wie bereits friiher gefunden (KAPLAN 1958 a) 
sind die log u-Kurven nicht linear, sondern besonders bei mittleren Dosen 
mehrtrefferartig gekriimmt. Dunkel- und Lichtkurve besitzen etwa 
gleiche Kriimmung, die bei hdheren Dosen abnimmt und schlieBlich fast 
verschwindet. Der etwa lineare Teil beider Kurven extrapoliert ungefahr 
zum. gleichen Wert bei D = 0, welcher etwa n = 3—4 Treffbereiche 
anzeigt!. Dieser Wert ist gegen den frither gefundenen etwas kleiner, was 
wohl durch die schon damals angezeigten Einfliisse unbekannter Labora- 
toriumsbedingungen verursacht ist. Die Wahrscheinlichkeit fir einen 


1 Da die Kurven jenseits von u = 10~! noch etwas gekriimmt sind, liegt ein 
reiner 3-Treffermechanismus nicht vor. Zur Erklarung konnte, ahnlich wie bei 
Stamm CV (Kapian 1958), eine gréBere Zahl zusatzlicher Trefferbereiche mit 
geringerer Sensibilitét angenommen werden, die erst bei hohen UV-Dosen die 
Inaktivierung der Zellteilung bestimmen. 


i 
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Totungstreffer ergibt sich aus der Neigung der log-Uberlebenskurve im 
linearen Teil zu etwa 9/min UV. Der Dosisreduktionsfaktor 
c = Da/D, ist etwa konstant fiir alle UV-Dosen, wie friiher gefunden, er 
betragt im Mittel 0,27. 
Die UV-Dosiskurve der Haufigkeit von s-Mutationen ohne Licht 
(mq) ist wie in allen Versuchen friiherer Jahre anfangs linear, sie erreicht 
Be bei héheren Dosen einen Gipfel 
: 3 - s yminW und fallt dann schnell. Friihere 
Versuche (KAPLAN 1956a) er- 
gaben dann jenseits des steilen 
Abfalls bei noch héheren 
Dosen ein etwa_ konstantes 
Niveau der Mutationsrate von 
etwa 5,6°/,. Auch die Kurve 
mit Nachbelichtung (m,) zeigt 
einen solchen Gipfel von etwa 
derselben Hohe wie die Dunkel- 
kurve. Dies scheint zunaichst 
aihnlich wie bei der Tétung eine 
konstante Dosisreduktion an- 
zuzeigen. Jedoch widerspricht 
dem der Anfangsverlauf der 
m,-Kurve; denn er ist deutlich 
mehrtrefferartig konkav. Um 
diesen Unterschied in der 
Kurvenform nachzupriifen, 
wurden x?-Analysen der Uber- 
einstimmung der m,- sowie 
m,-Kurven mit der Eintreffer- 
ul 2 J ¥ sminWV  hypothese (m ~ m, + pD) 
aot dshucnoatantat dr tong (co ie durchgefihrt. Dazu dienten die 
maximaler Nachbelichtung bei Serratia K schon friiher (Kaptan 1948) 
nach der method of maximum 
likelihood abgeleiteten Formeln fiir die bestpassenden m, und yw. 
Sie lieferten bei den UV + Licht-Versuchen als Werte fiir den Spontan- 
gehalt an s-Mutanten m, = —4,4°/, und fiir die Mutationschance 
fu = 5,7°/, je Minute UV. Schon das stark negative m, macht die 
Kintreffernatur dieser Kurve unwahrscheinlich; sie wird aber ganz 
ausgeschlossen durch das y,” = 783, das einer Zufallswahrscheinlich- 
keit P < 10-'° fiir Zutreffen der Eintrefferhypothese entspricht. Die 
ma-Werte aus 3 Versuchen mit UV ohne Nachbelichtung ergaben dagegen 
nur positive m, (0,27; 1,68; 0,91) sowie ein mittleres ~ = 8,8°/)/min 
(Einzelwerte : 8,29; 8,94; 9,01), ihre Abweichungen von den bestpassenden 
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Eintrefferkurven lieferten y,,2 = 8,4 und sind demnach mit der Wahr- 
scheinlichkeit P = 91°/, zufallig. Diese gute Ubereinstimmung der 
UV-Dosiskurven ohne Licht mit dem Eintreffermechanismus entspricht 
vollig den vielen friitheren Versuchen mit den s-Mutationen des Stammes 
K (Kapian 1948, 1952, 1956a). Es darf damit als gesichert angesehen 
werden, daB die UV-Dosiskurve dieser Mutationen bei maximaler Nach- 
belichtung keine Eintrefferfunktion ist und sich damit von derjenigen 
ohne Licht in der Trefferzahl unterscheidet. Die Trefferzahl der m,-Kurve 
liegt bei 2, wie die in Abb. 1 eingezeichnete Kurve (a), m, = 0,64 - 10-2 D2, 
ausweist. Aus der 2-Treffer-Natur der s-Mutationen mit Nachbelichtung 
folgt, daB bei niederen UV-Dosen praktisch alle induzierten Mutations- 
prozesse photoreversibel sind und daB erst bei héheren Dosen der Anteil 
lichtfester Mutationen merklich und schnell zunimmt (Abb.1). Eine 
konstante Dosisreduktion besteht demnach fiir die s-Mutationen nicht. 


B) Lichtdosiskurven bei konstanter UV-Dosis und 
verschiedener Temperatur 


In Abb.2a und b sind die Ergebnisse einiger Versuche mit variierter 
Lichtdosis bei 30°C wahrend der Belichtung und bei konstanter UV- 
Dosis eingetragen. Als Ordinate wurde der Anteil der reaktivierten 
Totungen 
Ni/No — NalNo 


cried, 


sowie der Anteil revertierter Mutationen 


Ma — M 
Ma — M 


hy = 


verwendet, wobei N die Keimzahlen, m die Mutationshaufigkeiten ohne 
UV oder Licht (Index 0), mit UV + Licht (1) bzw. mit UV allein (d) 
bedeuten. 

Die UV-induzierten s-Mutationen werden i. a. durch einen einzigen 
Lichttreffer revertiert, wie der etwa lineare Anstieg mit der Lichtdosis 
zeigt (Abb.2b). Fiir die Reversion des einen UV-Treffers, der eine 
Mutation auszulésen vermag (siehe oben), gentigt also ein Lichtquant. 
Auch beim Stamm HY werden wahrscheinlich die s-Mutationen durch 
einen UV-Treffer induziert, wahrend die h- und w-Mutationen eine 
deutliche Mehrtreffer-UV-Dosiskurve ergeben (E. Goxrs, pers. Mittl.; 
~ Lasrum u. Bunting 1952). Ein orientierender Versuch an diesem Stamm 
mit Variation der Lichtdosis zeigte, da anscheinend auch hier die 
s-Mutationen durch ein einziges Lichtquant, die h- und w-Mutationen 
dagegen erst durch mehrere Lichttreffer revertiert werden. 

Auch die Toétung offenbarte eine enge Korrelation zwischen induzie- 

render UV- und reaktivierender Lichttrefferzah]. In Abb.2a ist die 
ae 
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Lichtdosis-Reaktivierungskurve bei 60 sec UV-bestrahlten Zellen deut- 
lich mehrtrefferartig konkav. Um in einer vielfach getroffenen Zelle so 
viele UV-Treffereffekte zu loschen, da8 Reaktivierung erfolgt, sind also 
mehrere (2—3) Lichtquanten erforderlich. Bei nur 20 sec UV-bestrahlten 
Zellen ist dagegen die Lichtdosiskurve praktisch linear, hier genugt 
meist schon ein Lichttreffer zur Reaktivierung. 

Die UV-Totung des Stammes HY folgt einer deutlich mehrtreffer- 
artig gekriimmten UV-Dosiskurve. Wahrend 60 sec UV bei Stamm 


ooo eine Abnahme der Uber- 

Mf lebenden auf 10-34 erzeugte, 

ergab die gleiche UV-Dosis 
G2 | bei HY 10~-°.8 Uberlebende. 

4 Hinsichtlich der Reakti- 

08 LZ vierung durch Licht erwies 

| ee sich dieser Stamm gleichfalls 

G7P T Vv | resistenter als K; denn hier 

oe Saas wurde maximale Reakti- 

AG A | vierung schon nach 10 bis 

G3 J | 15 min Belichtung mit 

GI Quelle II erzielt, bei HY 

ay ae ae f eh inlig erst nach 60 min. Die Mu- 


tationsreversion von H Y er- 
reichte ihren Sattigungs- 
wert dagegen schon nach 
16min Belichtung, bei K 

Reaktivierung von mit 
zeigte geringe Kriimmung 


Abb. 2. Lichtdosis-Abhingigkeit. a Anteil reaktivierter 

Toétungen; b Anteil revertierter Mutationen. © 60 sec UV, 

Lichtquelle HgH 2000, 30°; o 20sec UV, Lichtquelle 
HgH 2000, 30° 


nach 12 min. Die Lichtdosiskurve der 
100 sec UV-bestrahlten H Y-Bakterien 
entsprechend 1—2 Lichttreffern. 

Die Ergebnisse von Versuchen mit verschiedener Temperatur 
wahrend der Belichtung am Stamm K sind in Abb.3 und 4 dar- 
gestellt. Wir erkennen, daB die Reaktivierung der Tétung (Abb.3) sowohl 
bei 15° als auch bei 30° und 45°C durch mehrere Lichttreffer erfolgt und 
daB die Treffwahrscheinlichkeit mit der Temperatur zunimmt. Aus den 
Lichtdosen zur Erzeugung eines bestimmten R7-Wertes (z.B. 0,08) bei 
den 3 Temperaturen errechnet sich ein Temperaturkoeffizient Q 10 ~ 1,3. 
Die Mutationsreversions-Versuche ergaben dagegen keinen merk- 
lichen Kinflu& der Temperatur (Abb.4), die Kurvenpunkte streuen 
anscheinend unsystematisch um die gleiche Anstiegsgerade. Allerdings 
mu bedacht werden, dab die MeBgenauigkeit dieser Punkte besonders 
bei hohen Lichtdosen nur gering ist; denn die UV-induzierte Mutations- 
haufigkeit ohne Licht betrug in diesen Versuchen 5—6°/,, durch Licht 
fiel sie auf etwa 1°/). Daraus erklirt sich die erhebliche Streuung der 
Punkte bei hohen Lichtdosen. Da jedoch jeder Punkt durch Zahlung 
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mehrerer tausend Kolonien gewonnen wurde, wiirde sich ein ahnlicher 
Temperatureffekt wie bei der Tétung sehr wahrscheinlich durch etwa 
gleiche Reihenfolge der den verschiedenen Temperaturen, zugehérigen 
Punkte bei den Lichtdosen 21/,, 5, 10 und 15 min bemerkbar gemacht 
haben. Da dies nicht zutrifft, die Punkte vielmehr ganz unsystematisch 
streuen, liegt wohl zumindest kein so erheblicher Temperatureinflu8 auf 
die Photoreversion der Mutationen 276 
wie auf die Photoreaktivierung vor. k, 


— = 


C) Die Dauer 
des photoreversiblen Zustandes G72 
und thre Abhdngigkeit 
von der Temperatur 
und vom Medium 


OOP 
Wenn zwischen UV-Bestrahlung 


und Belichtung eine Pause einge- 
schaltet wird, so zeigt sich ein Ab- 
klingen der Lichtwirkung mit der 4% 
Pausenlange (KAPLAN 1956). Dieser 
Verlust an  restaurierender 
Wirksamkeit des Lichtes hangt 
jedoch, wie sich nun ergab, von den ey >t : 

; ? i min Lichtdosis 
Bedingu sidan a dieser Dunkelp ou Abb. 3. Temperatureinflu8 wahrend 
ab, insbesondere von der Temperatur, Belichtung auf die Reaktivierung 
daneben von der Art des Mediums, 
in dem sich die UV-bestrahlten Zellen befinden. Aber auch ohne Be- 
lichtung zeigt sich, da& die Bedingungen wahrend der Zeit von der 
_UV-Bestrahlung bis zum Aufimpfen der Zellen auf das Agarmedium 
fiir die Tétung wie fiir die Mutationsausbeute bedeutsam sind; denn 
es kann dabei auch im Dunkeln eine Reaktivierung und eine Mutations- 
reversion beobachtet werden (Dunkeleffekte). 

Die Ergebnisse eines der Versuche, bei den Mutationen von 2 Ver- 
suchen, mit Zwischenbebriitung bei 30° in Minimallésung zwischen 
UV-Bestrahlung und maximal wirksamer Nachbelichtung sind in Abb.5 
dargestellt. Der semilogarithmisch etwa lineare Abfall der Uberlebenden 
(Abb.5, obere Kurve /) bei maximaler Nachbelichtung mit der Pausen- 
lange zeigt den eintreffermaBigen Verlust der Photoreaktivierbarkeit an, 
der Anstieg der Mutationsrate den Verlust der Photoreversibilitaét der 
Mutationen (untere Kurve J; der Anstieg der Mutationskurve bis zur 
1. Std ist statistisch gut im 2. eingezeichneten Versuch gesichert). Zu- 
gleich wird die Dunkelreaktivierung in dem Anstieg der Uberlebenden (d 
oben) sowie die Dunkelreversion der Mutationen im Abfall der Mu- 
tationsrate (d unten) erkennbar. Die Verlustgeschwindigkeit fiir die 
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Photoreaktivierbarkeit betrigt etwa 55°/, der Inaktivierten je Stunde, fiir 
die Photoreversibilitit etwa 30—45°/, der Mutierten je Stunde, sie ist also 
fiir beide UV-Lasionstypen etwa gleich. DaB die d- und /-Kurven der 
Tétung sich erst nach 4 Std, die der Mutation schon nach 2—3 Std tref- 
fen, der Lichteffekt also zu verschiedenen Zeiten verschwindet, liegt an 
der gr6Beren Schnelligkeit der eintreffermaBigen Dunkelreversion der 
Mutationen, die etwa 36°/, der 
induziertenMutationen je Stunde 
betragt, gegentiber der Dunkel- 
reaktivierung, die wohl eine Mehr- 
trefferreaktion ist und nach der 
1. Std noch nicht sehr merklich ist. 


0 a ae ere ry 2 ¥ 6h 
min Lichoosis Pause 30° 


Abb. 4 Abb. 5 
Abb.4. Temperatureinflu8 wihrend Belichtung auf die Mutations-Reversion 


Abb.5. Mutation und Tétung nach 60sec UV und Zwischenbebriitung bei 30° bis Belichtung mit 
30 min HgH 2000. 7 mit Belichtung, d ohne Belichtung, Ktr. ohne UV und Licht 


Der Verlust der Photorestaurierbarkeit bei 30° hing vom 
Medium ab, in dem die UV-bestrahlten Zellen in der Zwischenpause 
suspendiert waren. Dabei verhielten sich die Mutationen anders als die 
Totung: Wurde die Zwischenbehandlung in Aqua dest. oder Saline 
vorgenommen, so stiegen die Mutationskurven (entsprechend J unten in 
Abb.5) gar nicht an, nur die Dunkelreversion geschah auch hier etwa 
gleich stark wie in Minimallésung. Die Photoreversibilitat der Mutationen 
wird also unter diesen Bedingungen (Hunger?) nicht oder nur sehr lang- 
sam ,,abgebaut‘‘. Die Kurve der Uberlebenden mit Nachbelichtung fiel 
dagegen auch in diesen beiden Medien mit der Pausenlainge ab, jedoch 
in Saline etwas weniger steil und in Aqua dest. noch weniger (um etwa 1/,) 
als in Minimalmedium. 
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Der Einflu8 der Temperatur wahrend der Pause zwischen UV 
{60 sec) und Licht (30min Lichtquelle Il) wurde durch Zwischen- 
behandlung in Minimallésung unter Beliiftung bei 5°, 15°, 30°, 37° und 
45°C gepriift. 

Die Ergebnisse fiir 5°, 15° und 45° sind in Abb.6 dargestellt. Die- 
jenigen bei 37° unterscheiden sich kaum von den in Abb.5 fiir 30° dar- 
gestellten. Wie die Abb.6 ausweist, ist der 
Abfall der /-Kurve (oben) der Uberlebenden 
bei 15° nur sehr schwach, bei 5° tiberhaupt 
nicht merklich. Der Verlust der Photo- 
reaktivierbarkeit ist bei diesen niederen 
Temperaturen demnach nur sehr gering 
bzw. fehlt ganz; noch nach 8 Std Pause 
war der gréBte Teil der Zellen photo- 
reaktivierbar. Auch die Dunkelreakti- 
vierung (Kurven d) ist bei diesen 
Temperaturen nur sehr gering. Analog 
verhalten sich die s-Mutationen bei 5° und 
15°, auch sie bleiben wahrend 8 Std und 
sicher noch viel linger photorevertierbar. 
Ein leichter Anstieg der Kurve 1 der 
Mutationen bei 15° und damit ein wenig- 
stens schwacher Verlust an Photorevertier- 
barkeit ahnlich der der Photoreaktivierbar- 
keit bei 15° kénnte sich andeuten durch die 
etwas hohere Lage der Punkte bei 4, 5, 6 
und 8 Std Pause gegentiber denen bei 0, 1, 
2 und 3 Std. Durch v?-Analyse lieB sich ein U oh 
Unterschied zwischen beiden Punktgruppen 
und damit der schwache Anstieg statistisch Casa Nene 
pichernt (ytd By P) =p t\2"/ jae Bei Sg 2 y 6 oh 
ist jedoch keine Andeutung eines Ver- Pause 
lustes waihrend 8 Std Pause vorhanden. Daven: ee eres A 

Bei 45° fallt sowohl die Uberlebenden- 5°, 15° und 45° 
kurve mit (J) wie ohne (d) Nachbelichtung 
ab, beide Kurven neigen sich etwa parallel (Abb. 6). Die Photo- 
reaktivierbarkeit bleibt demnach bei dieser hohen Temperatur 
iiber mehrere Stunden unverandert erhalten, denn sie entspricht ja der 
Differenz zwischen der Licht- und der Dunkelkurve. Der Abfall beider 
Kurven entsteht durch die Hitzeinaktivierung bei dieser oberhalb des 
Wuchsoptimums liegenden Temperatur. Der Zerfall des photoreaktivier- 
paren Zustands der UV-Tétungslasionen steigt nach diesen Versuchen 
nicht einfach mit der Temperatur wie eine gewéhnliche chemische 
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Reaktion, sondern er folgt einer Kurve mit Temperaturoptimum bei 
30—37°C (Abb.7). Leider war es nicht méglich, auch die s-Mutationen 
bei 45°-Zwischenbebriitung zu untersuchen, weil die aus den erhitzten 
Zellen wachsenden Kolonien sehr variabel in ihrer GréBe und Farbstoff- 
bildung waren, insbesondere viele Zwergkolonien enthielten, so daB 
Farbsektoren in ihnen nicht mit gentigender Exaktheit erkannt werden 
konnten. Ob diese Nachwirkung der Erhitzung eine Folge sehr variabler 
Verzogerung des Zellteilungsbeginns ist oder zum Teil auch auf Aus- 
lésung anderer Mutationstypen (z.B. fiir Zwergwuchs) beruht, wurde 
nicht naher untersucht, da es auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit lag. 
Es muB somit leider offenbleiben, ob der Zerfall der Photoreversions- 
fahigkeit der UV-induzierten s-Mutationen 


= ri ebenfalls ein Temperaturoptimum wie der 
Zerfall der Photoreaktivierbarkeit besitzt. 
OW 
D) Reversion und Reaktivierung 
He im Dunkeln 
i Wie wir bereits sahen, fallt die Mutanten- 
ausbeute bei 30° Bebriitung der Zellen nach 


06 6 3 TEC der UV-Bestrahlung in Minimalmedium, 
Abb. 7. Temperaturabhingigkeit | Saline oder Aqua dest. auch ohne Belichtung 
harkcit wihrwd der Beteiitene ab, Wihrend die Uberlebendenzahl ansteigt. 
im Mi.-Medium zwischen UV und = =.Da der Mutantenabfall sofort und anfangs 
Licht. (Ordinate: Abnahme von 3 % > 
lg N;—1gN pro 1 Std) linear, also entsprechend einer Eintreffer- 
reaktion, geschieht, der Uberlebendenanstieg 
aber anscheinend konkav wie eine Mehrtrefferreaktion verlaiuft (Abb. 5), 
ist es unwahrscheinlich, daB jener durch langsamere Reaktivierung der 
pramutierten Zellen gegentiber den unmutierten zustande kommt; viel- 
mehr diirfte Reversion des Mutationsprozesses durch die Nachbehand- 
lung im Dunkeln vorliegen. Mikroskopische Beobachtungen und Photo- 
serien der Entwicklung UV-bestrahlter Zellen auf Minimalagar zeigten, 
daB die ersten Zellteilungen der Uberlebenden nach einer schwachen 
UV-Bestrahlung (etwa 10-1 Uberlebende) bei 25—30° erst nach 4—5 Std 
einsetzen. Der Anstieg der Uberlebenden in unseren Versuchen beruht 
daher sicher nicht auf Zellteilungen, die ja bei der verwendeten hohen 
UV-Dosis noch viel stirker verzégert sein miissen; er mu durch 
Reaktivierung im fliissigen Milieu verursacht sein. Das Ausplatten der so 
nachbehandelten Zellen auf dem Minimalagarmedium und die dann 
einsetzenden Vermehrungsvorginge beenden die Dunkeleffekte oder ver- 
langsamen, sie zumindest ganz erheblich. 
Dunkelreversion und Dunkelreaktivierung bei 30° wurden von der Art 
des Suspensionsmediums der Zellen beeinfluBt, und zwar beide Effekte 
unterschiedlich. Wahrend die Mutationsreversion in Minimallésung, 
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Saline und dest. Wasser etwa gleich stark geschah, war die Dunkel- 
reaktivierung zwar in den beiden ersten Medien stark (Abb. 5), je- 
doch viel geringer in dest. Wasser; hier stieg die Uberlebendenkurve 
(entsprechend d in Abb.5) nur schwach an. Diese Unabhangigkeit beider 
Dunkeleffekte zeigte sich auch in Versuchen, bei denen das Ionen- 
milieu der bestrahlten Zellen variiert wurde. In diesen schon vor 
einiger Zeit durchgefiihrten Experimenten, die bisher nur kurz mitgeteilt 


Tabelle 1. Dunkelreversion der UV-induzierten s-Mutationen von Serratia-Stamm K 
durch 21/, Std Aufenthalt in 0,25 molaren Liésungen von Alkalihalogeniden bei 21°C 
nach der UV-Bestrahlung 


Behandlung Uberlebende Bruchteil s-Mutationen 
unbestrahlt om KO 32/2235 = 1,43 + 0,25°/, 
bestrahlt 

ohne Nachbh. 5,19 - 103 417/3466 = 12,0 + 0,56°/, 
bestrahlt, H,O dest. 6,80-10% | 234/2151 = 10,9 + 0,679/, 
3 NaF 6,90 - 108 77/2195 = 3,51 + 0,399/, 

bs NaCl 3,85 - 10° 143/1226 = 11,7 + 0,92°/, 

5; NaBr 4,88 - 108 151/1548 = 9,75 + 0,76°/, 

2 NaJ 1052 > 102 152/1904 = 7,99 + 0,61°/, 

ss NaCNS 14,8 - 103 78/1270 = 6,14 + 0,68°/, 

. LiCl 4,69-10? | 150/1556 = 9,65 + 0,74°/, 

55 KCl 4,84 - 108 112/1504 = 7,45 + 0,68°/, 

fs RbCl 5,30 - 10% 120/1477 = 8,12 + 0,74°/, 


wurden (Kaptan 1954), wurden die Zellen nach UV-Bestrahlung 
(4 - 10-4 Uberlebende) in 0,25 molare Lésungen von LiCl, NaCl, KCl und 
RbCl sowie von NaF, NaBr, NaJ und NaSCN verdiinnt, darin fiir 21/, Std 
bei 21°C belassen, schlieBlich nach weiterer Verdtinnung auf Minimal- 
boden und bei 30° bebriitet. Vorversuche hatten ergeben, daB diese Salz- 
behandlungen allein keinen merklichen Einflu8 auf Keimzahl und 
Mutantenhaufigkeit unbestrahlter Zellsuspensionen hatten. Die Ergeb- 
nisse sind in Tab. 1 eingetragen. Sie zeigen nur fiir NaSCN und NaJ eine 
deutliche Erhéhung der Keimzahl auf das 3 bzw. 2fache, gegentiber der 
bestrahlten Kontrolle, also Reaktivierung. Die starkste Mutationsrever- 
sion wurde dagegen durch NaF verursacht, welches nur wenig reakti- 
viert. Schwache Reaktivierung ist auch bei H,O angedeutet, wahrend die 
iibrigen Salze die Uberlebendenzahl leicht vermindern oder praktisch 
unverdndert lassen. Die mutations-revertierenden Wirkungen der An- 
ionen lassen sich in folgende Reihe anordnen, wenn Na als gemein- 
sames Kation dient: F >CNS >J>Br>Cl. Die Unterschiede 
zwischen den jeweils in der Reihe benachbarten Ionen sind statistisch 
sicher bis wahrscheinlich, so daB die Seriierung insgesamt als gesichert 
betrachtet werden darf. Bei den Kationen ist dagegen nur der Unter- 
schied Rb, K > Na,Li signifikant (P = 10‘). Die Ergebnisse einer 
ahnlichen Versuchsreihe entsprechen den obigen. 
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In 3 weiteren gréBeren Versuchsserien wurde die Nachbehandlung 
nach UV im Dunkeln mit Puffer von verschiedenem pq vorgenom- 
men. Als Puffer wurde eine 0,1 molare Mischung von Citronenséure und 
Na,HPO, in verschiedenen Verhaltnissen gewahlt, die einen breiten 
pu-Bereich zu decken gestattet; das jeweilige py wurde ionometrisch 
nachgepriift. Die bestrahlten (10-4 Uberlebende) Zellen wurden 3 Std 


Tabelle 2. 


Dunkelreversion der U V-induzierten s-Mutationen von Serratia-Stamm K durch 3 Std — 


Aufenthalt in 0,1 molarem Citratphosphatpuffer bei 21°C nach der UV-Bestrahlung 
(2 Versuche) 


| 


Behandlung | berlebende | Bruchteil s-Mutationen 
bestrahlt | 
7 ohne Nachbh. 7,85:-10% | 261/2210 = 11,8 + 0,69°/, 
bestrahlt pxH3,3 | 7,36-10% | 210/3186 = 6,59 + 0,55°/, 


E px 4,2 | 1025-103 | 2938/3105 = 9,44 + 0,53°/, 
i: px 5,0 | 11,26-10% | 304/2938 = 10,0 + 0,55°/, 
pu 5,6 9,80- 10° | 2538/3195 = 7,93 + 0,46°/, 
if 10,2 -103 | 244/2668 = 9,15 + 0,57, 
a px 7,0 | 9,13-108 | 241/2447 = 9,85 + 0,609, 
a px 8,0 | 8,95- 10° | 2299/2737 = 8,39 + 0,53°/, 


bestrahlt | 
ohne Nachbh. | 7,58-:10% | 440/3228 = 13,6 + 0,60°/, 
bestrahlt pa 4,0 9,29 - 10° 373/3697 = 10,1 + 0,50°/, 
33 pa 4,8., || 7.49.- 10% 401/3222 = 12,4 + 0,59°/, 
ae po 5,6 | .7,98- 10° 308/3334 = 9,25 + 0,51°/, 
= pu 6,2 7,40-10° | 354/3216 = 11,0 + 0,55°/, 
7 pu 7,0 8,03 - 10° | 402/3361 = 11,9 + 0,56°/, 
‘ po 8,0 | 7,18-10% | 341/3149 = 10,8 4- 0,56, 


bei 21°C in diesen Lésungen gelassen und nach Verdiinnung ausgeplattet. 
Die Ergebnisse von 2 Versuchsreihen sind in Tab.2 eingetragen. Eine 
sehr schwache Reaktivierung um py 4 sowie py 7 duBert sich als eben 
merkliche Keimzahlerhéhung, bei den iibrigen gepriiften pxq-Werten ist 
die Uberlebendenzahl praktisch unverindert. Reversion der Mutation 
ist stirker vor allem bei den niedersten und héchsten gepriiften 
pu-Werten 3,3 bzw. 8,0 sowie bei 5,6. Dieses mittlere Minimum der Muta- 
tionsausbeute (Maximum der Reversion) ist gegeniiber den Ausbeuten 
bei den benachbarten py-Werten statistisch gesichert. Die y?-Analyse der 
Mutationsprozentsitze bei px 5,0, 5,6, 6,5 und 7,0 im ersten Versuch 
ergibt P = 2,0°/, fiir Homogenitaét (Wahrscheinlichkeit fiir zufallige 
Ubereinstimmung), im 2. Versuch bei pu4,8, 5,6, 6,2 und 7,0 P = 0,0169/,. 
(Bei diesen Rechnungen wurde auch die Streuung innerhalb der Gruppen 
von je 9 Platten eines jeden py-Wertes beriicksichtigt, indem das y? fiir 
alle Kinzelplatten der gesamten py-Serie berechnet und davon die 
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Summe der Binnen-y? der Plattengruppen der Einzel-py-Werte abgezo- 
gen wurde, so daB sich das y? fiir die Streuung zwischen den py-Platten- 
gruppen und daraus die Wahrscheinlichkeit P fiir Homogenitat zwischen, 
diesen Gruppen ergab.) Es ist damit sicher, daB die Mutationsreversion 
zwei pu-Minima besitzt, eines um py 4,5 und eines um pu 7,0. Da- 
zwischen liegt bei py 5,6 ein Maximum und jenseits py 4 sowie 8 steigt 
die Reversion an. Die Dunkelreaktivierung hat dagegen gerade in den 
2 Gebieten minimaler Reversion leichte Maxima. Auch hierin zeigt sich 
wieder die fehlende Korrelation und somit unterschiedliche Natur beider 
Vorgange. 
Ill. Folgerungen 


A) Die Ursache der Abnahme UV-induzierter Mutationen 
durch Nachbelichtung 


Die Verminderung der Mutiertenhaufigkeit durch die Nachbelichtung 
ist in unseren Versuchen immer von einer Zunahme der Uberlebenden 
begleitet. Sie kann daher zwei mégliche Ursachen haben: 1. Reversion 
UV-induzierter Mutationsvorginge infolge der Unterbrechung rever- 
sibler pramutativer Schritte durch das Licht. 2. Differentielle 
Reaktivierung, d.h. staérkere Photoreaktivierung derjenigen (photo- 
reversibel) inaktivierten Zellen, in welchen keine Mutationen ablaufen 
gegentiber den entsprechenden pramutierten Zellen. 

Kin Extremfall der 2. Hypothese ware es, wenn Mutationen tiberhaupt 
nur in den nichtinaktivierten Zellen geschahen, wahrend die photo- 
reversibel Inaktivierten gar keine Mutationen enthielten. Waren bei 
UV-Bestrahlung ohne Licht unter den N Uberlebenden M Mutierte und 
also die Mutiertenrate m — M/N, so wiirde unter den L Uberleben- 
den bei Nachbelichtung die Mutiertenrate nur noch m = M/L = mN/L 
betragen. In den Experimenten liegt bei UV-Dosen jenseits des Gipfels 
der m-Kurve (Abb. 1) der Wert fiir N/Z zwischen 10~4 und 10-?. Die Uber- 
lebenden bestehen also bei diesen UV-Dosen fast nur aus Photoreakti- 
vierten. Der Mutantenanteil m ist dort etwa konstant 4—5°/, (KAPLAN 
1956). Es sollte dann also der Wert fiir m, praktisch unmerklich 
sein (etwa 5-10-2—10-4°/,). In Wirklichkeit wurden aber, mit der 
UV-Dosis zunehmend, mehrere Prozent Mutierte auch bei Nachbelich- 
tung gefunden. Demnach entstehen Mutationen auch in den photo- 

reaktivierbaren Zellen, jener Extremfall ist nicht realisiert. 

- Hine sichere Entscheidung zwischen der 1. und 2. Hypothese ist bei 
merklicher Tétung und Reaktivierung deshalb schwierig, weil bei 
geschickter Wahl der Tétungs- und Reaktivierungsfunktionen fir die 
nicht direkt meBbaren Pramutanten sich wohl immer die experimentellen 
Kurven mit den auf Grund der 2. Hypothese errechneten zur Deckung 
bringen lassen. Wir wollen jedoch wenigstens priifen, ob die Wahl der 
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Funktionen fiir die differentielle Reaktivierung durch die Versuchsdaten 
wesentlich eingeschriankt und damit die 2. Hypothese unwahrschein- 
licher wird. 

Unsere Versuche zeigten, daB die Reaktivierung ein ProzeB ist, der 
meist mehrere Lichttreffer erfordert. Bei nicht zu hohen Lichtdosen ist 
also die Lichtdosisfunktion fiir die reaktivierten Nichtmutierten R = R, 
(k D,;)" und fiir die reaktivierten Mutierten M = M, (ky Dy;)"", wobei 
mit D,; die Lichtdosis, mit R, bzw. M, beide Zellzahlen ohne Licht, 
k bzw. ky die entsprechenden beiden Photoreaktivierungskoeffizienten, 
n baw. ny die beiden Lichttrefferzahlen bezeichnet sind. Fiir nicht zu 
hohe Mutantenanteile ist dann m, ~ M, (Ky D,;)""/R, (kD,,)". Falls 
die Reaktivierung beider Zellsorten die gleiche Lichttrefferzahl erfordert 
(ny = n), ist der Mutiertenbruchteil m, konstant mit der Lichtdosis Dz; ; 
falls ny > n steigt er; und nur, wenn ny < n fallt m, hyperbolisch mit 
der Potenz ny—n. Falls differentielle Reaktivierung real ware, sollte man 
alle diese Falle verteilt auf die verschiedenen Objekte vorfinden. Jedoch 
zeigten alle bisher studierten Organismen (Drosophila, Neurospora, 
Penicillium, B. coli, Streptomyces, Serratia; Lit. siehe JAGGER 1958) eine 
Abnahme der verschiedensten gepriiften Mutationen mit der Nach- 
belichtung, keines ergab eine Konstanz oder eine Zunahme bei gleich- 
zeitiger Photoreaktivierung der Tétung. Differentielle Reaktivierung 
kann also nur zutreffen, falls man jene unwahrscheinliche Annahme einer 
niederen Lichttrefferzahl fiir die Photoreaktivierung der mutierenden 
gegentiber der nicht-mutierenden Inaktivierten macht. Damit wird aber 
die Reversionshypothese wesentlich wahrscheinlicher als die 2. Annahme. 
Sie wurde neuerdings durch den Befund von Matnry, SHANKEL u. 
Wyss 1958 gut gesichert, wonach die induzierten Streptomycinresistenz- 
Mutationen von B. coli B/r durch Nachbelichtung vermindert werden, 
auch wenn die UV-Dosis kaum eine merkliche Tétung verursacht hat. 
Auch unsere Befunde, daB die Photoreaktivierbarkeit und die Photo- 
reversibilitét der s-Mutationen nach verschiedenen Zeiten der Zwischen- 
bebriitung bei 30° zwischen UV und Licht verschwindet (4 gegen 2 bis 
3 Std) spricht fiir eine andere Natur des ersten gegeniiber dem zweiten 
Vorgang und damit fiir echte Reversion der Mutationen. 


B) UV-Trefferzahl und Lichtwirkung 

Die revertierende bzw. reaktivierende Wirkung des Lichtes kommt 
durch eine Verinderung der vom UV ausgelésten Effekte in der Zelle 
zustande. Sehr wahrscheinlich werden Vorstadien des beobachteten 
UV-Effekts, also der Tétung bzw. Mutation, so beeinfluBt, daB der 
normal erscheinende Zellzustand wiederhergestellt wird. Die Vorstadien 
werden erzeugt durch Treffer des UV, also durch einzelne UV- Quanten, 
welche in submikroskopischen sensiblen Bereichen der Zelle wirksam 
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absorbiert werden. Die Tétung erfordert mit und ohne Nachbelichtung 
mehrere UV-Treffer (etwa 4) zu ihrem Start, wie die gekriimmten 
UV-Dosiseffektkurven anzeigen, die s-Mutationen ohne Licht nur einen, 
mit maximalem Licht zwei. 

Um den Angriffspunkt des Lichtes in den von den UV-Treffern aus- 
gelosten intracellularen Folgeprozessen naher zu charakterisieren, miissen 
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Abb.8. Theoretische Méglichkeiten der Lichtwirkung auf die Effekte mehrerer Treffer. (Reaktions- 
folgen und Stadienschemata.) N Normalzustand des Treffbereichs; A,B,C durch Treffer (UV- Quanten) 
1., 2., 3. geinderte Zustinde (Hinzeltreffereffekte); Co Wirkung der Kooperation der Treffer- 
effekte; b.Eff. beobachteter Effekt (Tétung, Mutation); — Ubergange zwischen den Zustanden ; groBe 
Kreise = Zellen; darin punktiert = Co-Effekt; kleine Kreise oder Vierecke = Treffbereiche ; darin 
dicke Striche = Hinzeltreffereffekte (bei a tiberlagernd, bei b und c getrennt bleibend); J, II, TIT 
mégliche Angriffspunkte des Lichtes. a und 6 mit 1 Treffbereich, ¢ mit mehreren (3) Treffbereichen 


die verschiedenen Méglichkeiten der Mehrtreffermechanismen 
betrachtet werden (Abb.8): Einerseits kénnen alle Treffer in einem 
einzigen sensiblen Bereich absorbiert werden (a und 6 der Abb.8), 
andererseits kénnen mehrere Receptoren, die je 1 mal zu treffen sind, fiir 
die Auslésung des beobachteten Effekts vorliegen (c). (Die Moglichkeit 
mehrerer, mehrfach zu treffender Bereiche bleibe unberiicksichtigt, da 
sie fiir die hier vorwiegend interessierenden Mutationen wegen deren 
geringer Trefferzahl ausfallt.) Die von einem Treffer im Receptor zu- 
nachst verursachte Verdnderung (Hinzeleffekt A, B, C in der Abb.8, 
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z.B. Valenzbruch oder -lockerung) kann entweder getrennt von den 
anderen bestehen bleiben (b, c) oder sich so mit diesem tiberlagern, daB 
jeder folgende Treffer einen neuen Strukturzustand (z.B. Atommuster 
bei Tautomerie, Allomerie oder Gruppenabspaltung) gegentiber dem vom 
vorhergehenden Treffer erzeugten hervorbringt (a). Damit von diesen 
,primaren‘‘ Wirkungen der UV-Absorptionsakte die Reaktionsfolge 
weitergefiihrt wird, um schlieBlich den Endeffekt zu erzeugen, miissen 
diese mehreren Einzeleffekte zusammenarbeiten zu einem ,,Cooperations- 
effekt‘‘ (Abb. 8, Co). Wirken zu wenige Einzeleffekte zusammen, so ent- 
steht dieser spatere ,,sekundare‘‘ Effekt nicht, die Trefferzahl reicht 
nicht aus zur Kooperation in Richtung auf den interessierenden End- 
effekt. Zum Beispiel kénnte die Zahl der UV-Lasionen in der DNS zu 
gering sein, um die DNS-Vermehrung endgiiltig zu unterbinden und so 
die Zelle zu téten. Bei sich tiberlagernden Einzeleffekten (a in Abb. 8) 
besteht die Kooperation der Treffer in eben dem Sich-Uberlagern. Ge- 
trennte Einzeleffekte (6 und c) verursachen dagegen Wirkungen, welche 
sich summieren und durch Uberschreiten eines Schwellenwertes den 
Kooperationseffekt ergeben; dabei kann schlieBlich ebenfalls ein quali- 
tativ neuer Zustand in der Zelle entstehen (punktiert in Abb. 8). 

Aus diesen allgemeinen Uberlegungen ergeben sich nun 3 Méglich- 
keiten des Lichteingriffs (siehe Abb.8; J, JJ, III): 

I. Das Licht wirkt auf den Kooperationseffekt oder eine seiner 
Folgen; es unterbricht die Weiterreaktion mit der Chance r (je Zelle 
im Zustand ,,Co‘‘). Ist y der Anteil der Zellen, die ohne Licht eine 
gentigende Zahl (xn) UV-Treffer absorbiert haben und also den Co-Effekt 
enthalten, so ist dieser Anteil nach Lichteinwirkung auf y; = (1—r)y 
gesunken. Da die Trefferfunktion y = {(D) bei hohen UV-Dosen D nach 1 
(bzw. 100°/,) strebt, strebt die UV-Dosiseffektkurve mit Licht y bei 
hohen UV-Dosen einem Sattigungsniveau bei (1 —r) zu. Weder die Uber- 
lebenden noch die Mutationen ergaben in unseren Versuchen Dosiskurven 
mit einer entsprechenden Sattigung. Demnach kann das Licht nicht 
nach der Trefferkooperation, sondern muB vor ihr eingreifen. 

II. Das Licht wirkt vor dem Co-Effekt, es (oder ein Produkt von ihm) 
greift also die Kinzeltreffereffekte an, verandert somit die Stadien 
A, B,C und verhindert dadurch deren Weiterwirken in Richtung auf 
den Endeffekt. Dabei werden die Einzeleffekte unabhangig und mit 
gleicher Chance r vom Licht gedindert bzw. geléscht, so daB sie nur- 
mehr mit der Chance 1—r = q zur Wirkung kommen. Es liegen also 
die Treffermechanismen des Schemas b oder ¢ vor, und es gilt die in der 
Abb.8 zwischen b und ¢ eingezeichnete Reaktionsfolge fiir getrennte 
Kinzeleffekte. Wenn nun jeder der Einzeleffekte mit der Wahrscheinlich- 
keit r vom Licht geléscht wird, so wird die Wahrscheinlichkeit der wirk- 
samen Treffer je Dosiseinheit auf den Bruchteil ¢ = 1—r reduziert. 
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Wahrend in der Eintrefferfunktion y = 1 — e-* ohne Licht « = kD 
ist, wobei k die Treffwahrscheinlichkeit je Dosiseinheit bedeutet, wird 
mit Nachbelichtung « = qk D. Analoges gilt fiir die Mehrtrefferfunk- 
tion 


¥ x gn-l 
nt —e* (1 Lge 5 Jos eees ant) 


sowie fiir die Mehrtrefferbereichs-Funktion y, = y”. Dies bedeutet aber, 
daB infolge der angenommenen Lichtwirkung die UV-Dosis in ihrer 
Wirkung um den Faktor g vermindert erscheint; g¢ ist also ein konstan- 
ter Dosisreduktionsfaktor. Die Experimente ergaben fiir die Totung 
eine solche konstante UV-Dosisreduktion auf 27°/, durch das Licht. Die 
zur Totung fiihrenden Treffereffekte bleiben also (in einem UV-Receptor 
oder auf mehrere verteilt) getrennt bis zur Kooperation und werden 
unabhangig und mit gleicher Chance r = 73°/, durch Licht geléscht. 
III. Das Licht wirkt vor der Kooperation der Einzeltreffereffekte, 
jedoch werden die Einzeleffekte mit ungleicher Chance geléscht. 
Dies ist am ehesten bei sich iberlagernden Treffereffekten méglich 
(Schema a der Abb.8); denn die ungleiche Reversionschance fiir die 
Einzeltreffereffekte setzt unterschiedliche Lichtempfindlichkeiten und 
damit unterschiedliche Strukturen der Zellen bzw. Receptoren mit 1, 2, 3 
usw. UV-Treffern voraus. Betragt die ponent der Zellen Mei 1 UV- 


Treffer ohne Licht xe-*, mit 2 Treffern |, ,e-*, mit 3 Treffern Se e-* usw., 


so sind nach der Belichtung die entsteechn tice Haufigkeiten 
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usw., wobei q, qe, q3 die jeweiligen Chancen fiir Nichtreversion durch 
Licht (Lichtresistenz) bedeuten. Da in diesen Formeln das x = kD bei 
Nachbelichtung nicht mit einem konstanten Faktor multipliziert wird, 
besteht keine konstante Dosisreduktion. 


Eine solche ergabe sich nur im Spezialfalle, daB g, =1—r, q=1-—=>?°, 
3 =1—~7° usw. ware. Denn die Trefferfunktion y; = (1 —r) we~* + (1 — 1°) 


a a3 r . : i a 3 
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+ ..,0co—(raz) — ie a seo] Se [(ew — 1) — (e* — 1)] = 
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_ Dieser Spezialfali bedeutet aber, daB einmal getroffene Zellen mit der Chance r, 
2mal getroffene mit 7?, 3mal getroffene mit r* photorevertiert bzw. reaktiviert 
werden, also jeder Einzeltreffereffekt mit der Chance 7 unabhangig vom 
anderen geloscht wird. Dies ist identisch mit Hypothese I. 

Modell II ist nur auf die Totung anwendbar; die Photoreversion 
der s-Mutationen dagegen ergab keine konstante Dosisreduktion, fiir 
sie kommt weder der Ansatz I noch II in Frage; es bleibt nur II tbrig 
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und damit das Modell sich iiberlagernder Treffereffekte (a der Abb.8). 
In den, Versuchen beweist die anfangs lineare Dosiskurve ohne Licht mg, 
da8 zur Mutation ein einziger UV-Treffereffekt geniigt, wahrend die 
Kriimmung der Kurve m, mindestens 2 Treffer als nétig zum Start des 
Mutationsprozesses bei Nachbelichtung anzeigt. Da das Fehlen der kon- 
stanten Dosisreduktion bedeutet, daB die Effekte dieser beiden UV- 
Treffer nicht unabhangig voneinander revertiert werden, also nicht dem 
Licht gegeniiber ,,gleichberechtigt‘‘ sind, existieren diese wohl nicht 
getrennt nebeneinander, z.B. in 2 UV-Receptoren, sondern sie tiber- 
lagern sich in einem Receptor. Zum Beispiel kénnte das erste UV- Quant 
ein Elektron im Receptor (DNS?) anregen (Zustand A der Abb.8) und 
das 2. Quant das Elektron in ein noch héheres Energieniveau weiterheben 
(Zustand B). Der Eintrefferzustand (A) wird durch das Licht revertiert 
und fiihrt nur ohne Licht zur Mutation; der Zweitrefferzustand (B) ist 
dagegen, lichtresistent. Der Wert von q, mu8 demnach praktisch Null 
sein, wahrend die Nichtreversionschancen q, usw. erhebliche GréBe 
besitzen. 

Man kénnte vermuten, daB durch maximal wirksames Licht alle Zellen 
mit nur 1 Treffer revertiert werden, waihrend alle mehrfach getroffenen 
trotz Licht zu Ende mutieren (q, = 1). Dann miiBte die Mutationsdosis- 


kurve mit Licht m, = 1 — e-"? (1+yuD) =~ (uD)" 


BY 
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sich ergeben aus der- 
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jenigen ohne Licht mz = 1 — e~-“” ~ wD unter Verwendung der Muta- 
tions-Treffwahrscheinlichkeit 4 = 8,8 - 10-*, wie sie oben aus mq berech- 
net wurde. Wir erhalten jedoch bei dieser Annahme die Kurve 6b der 
Abb. 1, welche unterhalb der experimentellen Kurve a verlauft. 

Wenn wir die Kurve m; = q,(uD)?/2 mit der experimentellen Kurve a zur 
Deckung bringen wollen, miiBten wir entweder die Chance q, fiir Nichtreversion auf 
1,65 oder die Mutationstreffwahrscheinlichkeit ~ auf 11,3 - 10- erhdhen. Da q, als 
Wahrscheinlichkeit den Wert 1 nicht iiberschreiten darf, ist das erstere unzulassig. 
Es bleibt nur die Erhdhung von yu in der (Zweitreffer-) Dosisfunktion m; = (uD)?/2. 
Diese ergibt aber eine (Kintreffer-)Dosiskurve ohne Licht mg = «wD, welche iiber 
der experimentellen liegt. Fassen wir die m;-Kurve als 2-Trefferfunktion und die 
ma-Kurve als irgendwie zugehérige 1-Trefferfunktion auf (und es bleibt wohl keine 
bessere Annahme iibrig), so folgt daraus, daB selbst bei g, = 1, also voller Licht- 
resistenz der Mehrfachgetroffenen, die Hiufigkeit der Zellen mit mindestens einem 
UV-Treffer gréBer ist als diejenige der Mutierten ohne Nachbelichtung. 

Es miissen also mehr getroffene Zellen vorhanden sein als sich 
spiter als mutiert erweisen, d.h. nicht alle durch UV-Treffer aus- 
gelésten Mutationsprozesse laufen zu Ende (perfektieren), sondern ein 
Teil wird unterbrochen, und revertiert, und zwar schon ohne Licht, also 
, Spontan™. Wir stoBen hiermit von einer neuen Seite auf die Erscheinung 
der ,,spontanen Reversion“ (Dunkelreversion) pramutativer Vorgange 
und Stadien. Schon die Erhéhung der Rate s-Mutationen durch Nach- 
behandlung mit Harnstoff nach der UV-Bestrahlung (KAPLAN 1953) 
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sowie auch die der Mutationen anderer Objekte mit anderen Stoffen 
(Swanson u. Goopear 1950, Warnwricut u. Nevin 1955) lieBen sich 
nur so verstehen, da8 durch diese Stoffe die Perfektierung von solchen 
Prémutationen gefordert wird, welche ohne sie spontan revertiert waren 
(ausfiihrliche Ubersicht: KapLan 1959). 

Nachdem nun auch von den Photoreversionsversuchen eine solche 
spontane Reversion angezeigt ist, liegt die Frage nahe, welcher Anteil der 
pramutierten Zellen (also mit Treffereffekt im UV-Receptor) spontan 
revertiert. Da die Nicht-Photoreversionschance (Lichtresistenz) q, un- 
bekannt ist, kann eine Rechnung, in die der Maximalwert gq, = 1 ein- 
gesetzt wird, auf Grund der experimentellen Kurven m, und m, nur 
Minimalwerte fiir jenen Anteil liefern. Die Rechnung geht von der 
Annahme aus, daB die Chance fiir Spontanreversion bei den 2mal 
Getroffenen (Lichtresistenten) dieselbe ist wie die bei den imal Getrof- 
-fenen (Photoreversiblen). Bezeichnen wir mit p den Bruchteil nicht 
spontan revertierender, also den MutationsprozeB perfektierender Zellen, 
so ergibt sich aus mg = p uD und m, = p (wD)?/2 fiir den Perfektierten- 
bruchteil p = m,?/2 m, = 63°/). Das hei®t mindestens etwa 37°/, 
UV-Getroffener und also Pramutierter brechen spontan den Mutations- 
prozeB ab. Die Trefferwahrscheinlichkeit ware dann “ = 2 m,/m4D 
= 14,2-10-*, die zugehérige EHintrefferkurve (Kurve e der Abb. 1), liegt 
selbstverstandlich tiber der experimentellen mz, da ja nur 63°/, der 
Getroffenen mutiert erscheinen. Nehmen wir dagegen an, da8B nur die 
photoreversibel (= imal) Getroffenen spontan revertieren, die photo- 
stabil (mehrfach) Getroffenen jedoch gar nicht, so wiirde p = m,/y2 m, 
= 77°/,. Die Nachbehandlung mit Harnstoff hatte die UV-induzierte 
Rate der s-Mutationen von 10°/, auf maximal 14°/, erhdht (KapLan 
1953); es sind also ohne Harnstoff nur 71°/, Pramutationen perfektiert 
worden. Die ungefahre Ubereinstimmung dieses Anteils mit den aus den 
Photoreversionsversuchen abgeleiteten kénnte bedeuten, daB unter den 
iiblichen Bedingungen tatsachlich etwa 1/,—1/, der pramutierten Zellen 
spontan zum unmutierten Zustand zuriickkehren. 

Unsere Ergebnisse fiihren somit zu der theoretischen Vorstellung, 
da& fiir die Tétung von Serratia durch UV mehrere Treffer nétig sind 
und da die Hinzeltreffereffekte zunaichst getrennt und unabhangig 
bestehen. Erst spater kooperieren die Fritheffekte und losen somit die 
weiteren Reaktionen aus, welche schlieBlich die Zelle abtéten. Das Licht 
greift diese Einzellésionen unabhangig voneinander und mit gleicher 
Chance an und verandert sie in einen normal erscheinenden Zustand. 
Fiir den Start des s-Mutationsprozesses ist ein im UV-Receptor ab- 
sorbiertes UV-Quant ausreichend, dieser Treffer fiihrt aber nur ohne 
Nachbelichtung zur Mutation. Durch geniigend starkes Licht wird da- 
gegen eine durch einen Einzeltreffer erzeugte UV-Lasion mit hoher 
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Wahrscheinlichkeit geléscht, und nur die mindestens 2fach getroffenen 
Zellen mutieren. In ihnen ist der UV-Receptor in einen lichtresistenten 
Zustand iiberfiihrt, der infolge Uberlagerung des ersten UV-Treffer- 
effektes durch mindestens einen weiteren entstanden ist. Jedoch nicht 
alle der durch UV erzeugten und mit bzw. ohne Licht weiterbestehenden 
pramutativen Lasionen verursachen s-Mutationen, vielmehr wird ein 
Teil (mindestens 1/,—1/,) davon spontan revertiert und nur der Rest 
perfektiert zu beobachtbaren Mutationen. 

Die Lage der UV-Receptoren in der Zelle sowie ihre chemische und 
physiologische Natur wird von den vorliegenden Versuchen unbestimmt 
gelassen. Jedoch ist es auf Grund des UV-Wirkungsspektrums der Tétung 
und Mutation (KapLAN 1952), deren Abhangigkeit vom Wassergehalt 
(KAPLAN u. Kapitan 1956, MerzcEr 1959), der Genspezifitat der Pra-— 
mutationen (GoES u. KapLan 1959), der priméiren Hemmung der DNS- 
Synthese durch UV (Kanazrr u. ErRRERA 1956) und anderen Fakten 
(s. auch JaGGER 1958) héchst wahrscheinlich, daB sie die DNS der 
Erbstrukturen darstellen. Dies gilt vor allem fiir die Mutation, wahrend 
fir die Tétung vielleicht auch zum Teil RNS in Frage kommt. Die 
Einzeltreffereffekte waren somit lokale Veranderungen in der DNS, z.B. 
Briiche von H-Briicken oder anderen Valenzen, die vielleicht zu Oxyda- 
tionen an den Purin- oder Pyrimidinbasen fiihren, wie die Mutagenitat 
von Peroxyden nahelegt (Wyss et al.). Die Pramutationen sind sicher 
zum Teil von etwas anderer Natur als die Tétungslasionen, zumindest 
ihr lichtstabiler Anteil. Dieser entsteht ja durch Uberlagerung zweier 
UV- Quanteneffekte. Es ware méglich, daB sich darin der Aufbau der 
DNS aus Paaren von Nucleotiden ausdriickt. Solange nur einer der 
Partner ladiert ist, ist der Treffereffekt photoreversibel; wenn auch der 
andere Partner getroffen ist, tiberlagern sich beide Effekte zu einer licht- 
stabilen Konfiguration. Solche Lasionen in der DNS ergeben s-Muta- 
tionen natiirlich nur, sofern sie in dem (den) fiir die Pigmentbildung 
verantwortlichen Gen(en) liegen. Tétungslisionen werden etwa 64mal 
haufiger als s-Mutationslasionen vom UV erzeugt, wie das Verhaltnis der 
Tétungstreffwahrscheinlichkeit (9,0/min UV) zur s-Mutationstreffwahr- 
scheinlichkeit (14 - 10-?/min UV) anzeigt. Sie entstehen wohl an beliebi- 
geren Stellen in der DNS (oder auch in RNS), und es miissen mindestens 
3 oder 4, in anderen Bedingungen noch mehr, an verschiedenen Stellen 
vorhanden sein, damit die Zell- und Kernteilung irreversibel gestért 
wird und so der Zelltod eintritt. 


C) Lichttrefferzahl und Temperatureinflup 
Die in den Versuchen angedeutete Korrelation zwischen der Zahl der 
UV-Treffer und der Zahl der revertierenden bzw. reaktivierenden Licht- 
treffer legt die Annahme nahe, da im allgemeinen ein UV-Treffereffekt 
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(Kinzellasion) durch ein wirksam absorbiertes Lichtquant geléscht werden 
kann. Bei der s-Mutation ist das unmittelbar durch die Dosiskurven 
demonstriert, bei der Tétung ist dies wahrscheinlich, besonders wegen 
der praktisch linearen Lichtdosiskurve fiir die Reaktivierung der mit 
UV-Dosis 20 sec Bestrahlten (Abb. 2). Bei dieser niederen UV-Dosis haben 
die Zellen im Mittel etwa 3 Totungstreffer erhalten, wenn wir als Totungs- 
treffwahrscheinlichkeit 9/min UV ansetzen (siehe oben). Da die zur 
Tétung notwendige Trefferzahl n = 3—4 betragt, wiirde die Léschung 
nur eines einzigen der in einer Zelle enthaltenen UV-Treffereffekte bei 
den meisten Zellen zur Reaktivierung fiihren. Bei der hohen UV-Dosis 
60 sec hatten dagegen die Zellen im Mittel um 9 UV-Treffer empfangen, 
so dafi dann mehrere léschende Lichtquanten nétig waren, damit die zur 
Tétung fiihrende Mindest-Lasionszahl von etwa 3—4 unterschritten 
wird. In der Tat ist die gefundene Lichtdosiskurve hier gekriimmt, zeigt 
also mehrere Lichtquanten als notwendig zur Reaktivierung der meisten 
dieser Zellen an. Da bei einer mittleren UV-Trefferzahl von etwa 9 wegen 
der breiten Poisson-Streuung der Treffer ein erheblicher Teil der Zellen 
nur 6 oder 5 UV-Lasionen enthalt, waren die zur Reaktivierung dieser 
Zellen notigen, von der Kriimmung der Lichtdosiskurve angezeigten 
2 oder 3 Lichtquanten verstandlich. 

Wenn ein (violettes) Lichtquant von nur etwa 3eV Energiegehalt 
den Effekt eines UV-Quantes von etwa 5eV auszuléschen vermag, 
so k6énnte dies so gedeutet werden, daB die Aktivierungsenergie fiir 
die Bildung der UV-Lasion hoher ist als diejenige fiir die Riick- 
reaktion. Jedoch ware auch moglich, daB nur ein Teil der UV-Energie 
fiir die Lasion verbraucht worden ist (z. B. fiir die Lésung einer 
H-Briicke oder einer C-Doppelbindung) und der Rest in dafiir un- 
wichtigen Sekundarprozessen dissipierte. Wiirde das Lichtquant direkt 
im Lasionsgebiet absorbiert und fiir die Riickreaktion verbraucht, so 
spricht der geringe Energiebedarf fiir die Reversion dagegen, daB diese 
in der Wiederlésung einer infolge des UV-Effektes geschlossenen Haupt- 
valenz besteht. Viel eher kénnte davon ein metastabiler Anregungs- 
zustand wieder zum Grundzustand riickgefiihrt werden. Andererseits 
ware es moglich, daB das Lichtquant in einem entfernt von der UV- 
Lasion befindlichen (Pigment-)Molekel absorbiert wird und dieses 
aktiviert, und daB dann beim Zusammentreffen dieses aktivierten 
Photoreceptormolekels mit der UV-Lasion die Restaurationsreaktion 
erfolgt. Als solches Molekel kame z.B. nach Bowen (zitiert bei JagcEr 
1958) Pyridoxalphosphat in Frage. Wiirde der Photoreceptor durch 
Diffusion zur Lasion wandern und ware sein aktivierter Zustand in 
iiblicher Weise kurzlebig, so sollte sich eine Verstirkung der Photo- 
restaurierung des UV-Effektes durch héhere Temperatur wahrend der 
Belichtung zeigen. 

6* 
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Ein solcher Temperatureffekt wurde fiir die Tétung tatsachlich 
gefunden, das Q 10 ~ 1,3 liegt im Bereich der auch bei anderen Objekten 
gefundenen Werte 1,3—2,5 (JaccEr). Hier konnte also ein Mechanismus 
vorliegen, bei dem durch das Licht ein Pigmentmolekel kurzlebig 
aktiviert wird, zur UV-Lasion diffundiert und dort als ,,Inhibitor~ das 
Weiterwirken der Lasion in Richtung auf die Zelltotung unterbricht, 
wahrscheinlich durch Wiederherstellung des unlaidierten Zustandes. Die 
Mutationsreversion zeigte diesen Temperatureffekt jedoch nicht, sie 
kommt also wahrscheinlich ohne Beteiligung von Diffusion kurzlebiger In- 
hibitoren zustande. Entweder erzeugt also das revertierende Lichtquant 
einen stabilen Mutationsinhibitor oder es wird im Gebiet der UV-Lasion 
absorbiert und revertiert diese Pramutation unmittelbar. Zu diesem 
letzten Modell passen sehr gut die friiheren Beobachtungen an aus- 
getrockneten Zellen (etwa 5°/, H,O-Gehalt) von Serratia (KAPLAN u. 
Kapian 1956): Feucht UV-bestrahlte Zellen konnten durch Nachbelich- 
tung im trockenen Zustand nicht reaktiviert werden, die s-Mutations- 
reversion war dagegen gut mdglich. Hier wurde also die Diffusion des 
vom Licht erzeugten kurzlebigen Totungsinhibitors durch die Trocknung 
verhindert, waihrend die Mutationsreversion vom Fehlen des Diffusions- 
mediums unbeeinfluBt blieb, wohl weil die Lichtenergie hier nicht durch 
Diffusion eines instabilen Energietragers zur UV-Lasion gelangt, sondern 
dort unmittelbar wirksam wird. 


D) Abbau der Photorestaurierbarkeit 


Die Versuche mit Zwischenbebriitung zwischen UV und Licht in Mini- 
malmedium bei 5°—45° hatten das iiberraschende Ergebnis, daB fiir den 
Verlust der Photoreaktivierbarkeit nach der UV-Bestrahlung ein Tem- 
peraturoptimum zwischen 30 und 37° besteht. Eine Verringerung der 
Rate des Verlustes an Photoreaktivierbarkeit bei Erniedrigung der 
Temperatur war schon bei verschiedenen anderen Objekten festgestellt 
worden (siehe JAGG@uR), die Verminderung bei 45° war bisher unbekannt. 
Die Optimumkurve stiitzt die Annahme, da8 der Verlust durch einen 
enzymatisch-metabolischen Vorgang verursacht ist. Dies wird weiterhin 
nahegelegt durch den Befund, daB in Saline oder noch mehr in Wasser, 
(also wohl bei Hunger) dieser metabolische ,,Abbau‘‘ der Photoreakti- 
vierbarkeit langsamer geschieht. Noch deutlicher ist dies beim Verlust 
der Photoreversibilitét der Mutation, der in Saline oder Wasser unmerk- 
lich, dagegen in Minimallésung deutlich ist. Hier zeigte sich ein ahnlicher 
TemperatureinfluB wie beim Photoreaktivierbarkeitsverlust, nur konnte 
aus technischen Griinden sein Fehlen bei 45° nicht gepriift werden. 

Fir die Erklirung dieses Abbaues der Photorestaurierbarkeit liegen 
3 Moglichkeiten nahe: 1. die photoreversiblen UV-Lasionen fiir Tétung 
wie Mutation werden durch metabolische Prozesse in photostabile 
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Stadien iberfihrt. Der eintrefferartige Verlust wiirde dann bedeuten, 
dafs jede bestrahlte Zelle bei 30° in Minimalmedium etwa gleiche Chance 
von 0,3—0,5/Std fiir die Einleitung dieses Prozesses besitzt. Man kénnte 
vermuten, da diese ,,Stabilisation’‘ mit dem Einsatz der DNS-Repro- 
duktion geschieht, der durch Hunger oder niedere bzw. zu hohe Tempera- 
tur hinausgezégert wird. Jedoch werden wir sehen, daB die Existenz 
eines spateren Schrittes, der Dunkelreversion, gegen letzte Annahme 
spricht. 2. Die reversiblen UV-Lasionen ,,zerfallen‘’ spontan (mono- 
molekular) zu photostabilen Zustinden, und die Zerfallsgeschwindigkeit 
ist vom Medium und von der Temperatur in obiger Weise abhangig. 
Diese Hypothese wird aber recht unwahrscheinlich durch die Tempera- 
turkurve mit Optimum, die die Beteiligung von Enzymreaktionen 
anzeigt, sowie auch durch die gleichzeitig ablaufende ,,spontane“ 
Dunkelreversion bzw. -reaktivierung der UV-Lasionen, die ja gerade in 
entgegengesetzter Richtung, namlich zur Léschung und nicht zur 
Stabilisation, fiihren. 3. Nicht die UV-Lasionen am UV-Receptor werden 
durch den ,,Abbau“ betroffen, sondern der Photoreceptor, falls ein solcher 
von der UV-Lasionsregion getrennt existiert. Er wiirde im normalen 
Stoffwechsel gebildet und das UV miiBte als Nebeneffekt seine Neu- 
synthese unterbrechen, so daB nach der UV-Bestrahlung fiir die Photo- 
restauration nur eine begrenzte Menge solcher Inhibitorvorstufe 
(Photoreceptor) verfiigbar ist. Diese wiirde durch einen von Tem- 
peratur und Medium abhangigen metabolischen Vorgang abgebaut, 
so daB fir die Aktivierung durch das Licht weniger oder schlieBlich 
nichts mehr vorhanden ware. Der unterschiedliche Temperatureinflu8 
wahrend der Belichtung bei Mutation und Totung wiirde aber, wie wir 
sahen, mindestens 2 solche aktivierten Photoreceptor- (= Inhibitor-)Sor- 
ten erfordern, eine wirmenstabile fiir jene und eine -labile fiir diese. Der 
gefundene etwas unterschiedliche ,,Abbau‘‘ der Photoreversibilitat gegen- 
iiber dem der Photoreaktivierbarkeit in Saline und Wasser wtirde dazu 
passen. Eine Entscheidung zwischen der 3. und der 1. Hypothese ist 
zur Zeit nicht mit Sicherheit méglich, wenn auch fiir die Mutationen ein 
diffusibler, stabil aktivierter Lichtreceptor nicht allzu wahrscheinlich ist 
und damit wohl zunaichst die 1. Hypothese in Frage kommt. 


EL) Die Dunkelrestaurationen 


Schon vor Jahren war beobachtet worden, da8 in Zellen von Serratia K 
wahrend der Aufbewahrung in Saline bei 5°—37°C nach UV-Bestrahlung 
die Ausbeute an s-Mutationen sowie auch die Rate der Getdteten ab- 
nimmt, und zwar mit einem Temperaturkoeffizienten von etwa Q10 = 2 
(KapLan 1953, 1954). Diese Dunkelrestaurationen zeigten sich nun auch 
in Minimallésung und dest. Wasser, wobei in letzterem die Dunkel- 
reaktivierung viel geringer als die Mutationsreversion war. Die 
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anscheinende Unabhangigkeit der Dunkelreversion gegentiber dem Nahr- 
stoffgehalt des Milieus spricht dafiir, daB bei dieser Verainderung der 
Primutationen nicht in gleicher Weise metabolische Prozesse beteiligt 
sind wie beim Abbau der Photoreversibilitat. Der fehlende oder geringe 
Einflu8 der Ernahrung ist aber anscheinend eine Eigenart der s-Muta- 
tionen von Serratia K; fiir Vergarungsmutationen von B. coli fanden 
Dovupney u. Haas (1958) Dunkelreversion nur in Medien ohne Stickstoff 
oder Zucker, dagegen keine in Minimalnahrlosung. 

Uberraschend ist, daB die s-Mutationen durch Nachbehandlung mit Minimal- 
nahrlésung auch bei 30°C bis zur Ausplattung auf Minimalagar und Weiterbebriitung 
bei 30° revertiert werden. Denn der Wechsel bei der Ausplattung besteht hier nicht 
hinsichtlich der Temperatur, sondern nur im Aufhéren der Beliiftung, in der Ver- 
diinnung der Zellsuspension sowie dem Verlassen des fliissigen Mediums und dem 
Aufspateln auf das Agarmedium gleicher Nahrstoffzusammensetzung wie die 
Minimallésung. Dieser Wechsel muf verantwortlich sein fiir die Beendigung oder 
wenigstens starke Verlangsamung der Reversion sowie auch Reaktivierung auf dem 


Agarmedium. Welcher der wirksame Faktor von den genannten ist, wurde nicht 
naher untersucht. 


Abb.5 zeigt, daB mit dem Hinauszégern der Nachbelichtung die Aus- 
beute an photostabilen Mutationen zunachst infolge des Verlustes der 
Photoreversibilitaét ansteigt, nach der 1. Std diese Kurve (/) dann aber 
zusammen mit der Kurve der Dunkelreversion (d) abfallt. Demnach 
gehen wahrend der 1. Std viele photoreversibel pramutierte Zellen in den 
stabilen Zustand tiber, danach werden sie mit etwa gleicher Chance 
revertiert wie die Photoreversiblen. Die ,,Photostabilisation‘ fiihrt also 
keineswegs schon zur fertigen Mutation, sondern zu einem noch dunkel- 
revertierbaren pramutativen Stadium. Somit zeichnen sich in unseren 
Versuchen 2 pramutative Prozesse ab, 1. die Photostabilisation, 
2. die Dunkelreversion, von denen der 2. den 1. ablést. Nach den 
Versuchen von DoupNry u. Haas (1958) scheint sich bei B. coli dieser 
Dunkelreversion noch eine 3. Phase anzuschlieBen, in der die Pramuta- 
tionen, gegen die revertierende Wirkung von Chloramphenicol resistent 
werden (daher ,,Fixierung“ genannt), jedoch noch von 5-Hydroxyuridin 
revertiert werden kénnen. 

Die Wirksamkeit von Stoffwechselinhibitoren deutet auf einen 
Zusammenhang der Reversion mit metabolischen Vorgingen, wobei es 
sich jedoch um andere handeln muB als beim Abbau der Photorever- 
sibilitét. Man kénnte auch hier an die Einleitung der DNS-Dupli- 
kation denken; die Lichtstabilisation muB dann aber durch einen friihe- 
ren Vorgang geschehen. Der Einflu8 der DNS-Replikation auf die 
Mutationsreversion kénnte z.B. darauf beruhen, da8 bei ihrer Verzége- 
rung durch ein Gift usw. mehr Primutationen spontan revertieren konnen 
als bei ihrem Einsatz schnell nach der UV-Bestrahlung; verzégernde 
Faktoren miiBten also die Mutationsausbeute allgemein vermindern, 
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fordernde sie erhdhen. Nach Ergebnissen von Gors u. KAPLAN (1959) 
uber Nachbehandlungen bei Stamm CV von Serratia trifft dies jedoch 
nicht zu; denn z. B. durch Casaminosauren wurden die hellrot-Mutationen 
vermindert, die s-Mutationen aber vermehrt, die w unverandert gelassen ; 
Chloramphenicol verursachte das Umgekehrte. Demnach werden die 
Pramutationen verschiedener Gene unterschiedlich beeinfluBt, und die 
Nachbehandlungen kénnen daher nicht einfach durch Verkiirzung oder 
Verlangerung der zur Spontanreversion verfiigbaren Zeit bis zur DNS- 
Verdoppelung wirken; auSerdem oder vielleicht vorwiegend miissen die 
Nachbehandlungsfaktoren die mittlere Lebensdauer der dunkelrever- 
tierbaren Pramutationszustinde verindern, und zwar anscheinend gen- 
spezifisch. 

Bei den Nachbehandlungsversuchen mit I[onenreihen sowie mit 
Puffer von gestuftem py zeigte sich ein zum Teil spezifisch unter- 
schiedliches Verhalten von s-Mutation und Tétung: Fluorid war starkst 
revertierend aber nur schwach reaktivierend, um px 5 und um pq 7 war 
die Reversion am schwachsten, die Uberlebendenrate jedoch am héch- 
sten. Diese individuelle Reaktion beider Vorgéinge macht es sehr unwahr- 
scheinlich, daB eine Veranderung der Zahl s-Mutanten bei einer bestimm- 
ten Nachbehandlung durch selektiv stairkere Totung der mutierenden 
gegentiber den nichtmutierenden Zellen oder auch selektive Reakti- 
vierung entsteht und nicht durch Mutationsreversion. 


Nach Tab.1 wurde gefunden, daB die 5190 UV-iiberlebenden Zellen je 0,1 ml 
des Kontrollversuchs durch die Nachbehandlung mit NaF auf 6900 erhoht, also 
1710 ,,tote“ Zellen reaktiviert wurden. Die 5190 Kontrollzellen ergaben 12,0°/, = 
622 s-Mutanten. Waren diese 622 mutierenden Zellen gar nicht, sondern nur die 
nichtmutierenden durch das NaF reaktiviert worden, so waren 622/6900 = 9,0°/, 
s-Mutanten infolge dieser maximal selektiven Reaktivierung zu erwarten gewesen. 
Gefunden wurden 3,51°/, = 242, also viel weniger; es miiBten also noch zusatzlich 
380 s-Zellen selektiv getétet worden sein. Als Alternative zur Annahme von Re- 
version des Mutationsvorganges bleibt somit nur noch die Hypothese selektiver 
Reaktivierung der unmutierten und zugleich selektive Tétung der mutierenden 
Zellen durch NaF. Damit wird aber diese ad hoc-Hypothese gegeniiber der Erklarung 
der Befunde durch Mutationsreversion sehr unwahrscheinlich, und wir kénnen sie 
zuriickstellen bis zu ihrem direkten Beweis. 


Sehen wir vom Fluorid ab, so deutet die gefundene relative Rever- 
sionswirksamkeit der Anionen (Cl- < Br~ < J~ < SCN- < F_) wie der 
Kationen (Lit, Nat < K+, Rbt+) darauf, daB mit abnehmender Hydra- 
tation der Ionen in beiden Reihen die revertierende Wirkung zu- 
nimmt bzw. die mittlere Lebensdauer des beeinfluBten Pramutations- 
stadiums abnimmt. Wegen der geringen angewandten Konzentration 
(0,25 mol) kommt eine Erklirung der Wirkung durch Konkurrenz um 
Quellwasser (Aussalzeffekt) nicht in Frage. Vielmehr miissen die Ionen 
durch ihre Adsorption auf die Hydratation einer fiir die Stabilitat der 
Pramutation verantwortlichen hochmolekularen Struktur wirken (siehe 
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Bui 1951, Nerrer 1959). Je schwacher deren Wasserhiille infolge Ionen- 
adsorption wird, desto starker ist die Reversion. Die Mutationsvermin- 
derung war durch die Anionenreihe im ganzen deutlicher und starker als 
durch die Kationen. Demnach scheint die Adsorption der Ionen an 
elektrisch positive Atomgruppen stirker wirksam zu sein als die an 
negativ geladene, die adsorbierende Struktur kénnte also wohl vor- 
wiegend basisch sein. Da die meisten Proteine im Vitalzustand der Zelle 
negativ geladen sind (IEP meist <7, Zell-py ~ 7) (z.B. NuErTsER), 
kommen als verantwortliche Struktur am ehesten das basische Protein des 
Nucleoproteids oder die DNS-Basengruppen in Frage. Nach GREEN- 
STEIN nimmt die Viscositat geléster DNS durch zugesetzte Salze (1 mol) 
ab in der Reihe NaCl > NaBr > NaJ. 

Andererseits ist es auch méglich, daB die Ionen nicht direkt die pra- 
mutierte Struktur angreifen, sondern sie indirekt beeinflussen. Wegen der 
gefundenen Seriierung darf ihre Wirkung iiber die Hydrationsande- 
rung einer makromolekularen Struktur jedoch als recht wahr- 
scheinlich angesehen werden. Diese kénnte aber auBer dem genetischen 
Nucleoprotein auch ein (basisches) Enzym sein, daB einen auf die 
Préimutationsreversion wirksamen Metaboliten erzeugt (z.B. Ribo- 
nuclease, JEP bei px 9,45 nach NEerreEr). 

Fiir das Herausfallen des Fluoridions aus der Reihe kénnte eine in- 
direkte Wirkung tiber den Stoffwechsel verantwortlich sein. Fluorid 
hemmt z. B. spezifisch ein Ferment der Pyruvatbildung im Zuckerabbau, 
die Enolase, und kénnte vielleicht dadurch weitere metabolische Wirk- 
ketten auslésen, die schlieBlich die Reversion férdern. Weiterhin kénnte 
auch eine der transitorischen lyotropen Ionenreihen vorliegen (FREY- 
WyssLine 1953), wie sie bei der Beeinflussung der Quellung mancher 
amphoteren Kolloide vorkommen. Jedoch besteht hier die Schwierigkeit, 
zu verstehen, wieso dieses Ion mit gréBter Hydratfiille plétzlich soviel 
stirker entquellen und daher revertieren soll als das nur wenig geringer 
hydralisierte Cl-, das minimal revertierend wirkt. 

Die Versuchsserien tiber den py-Einflu8 ergaben + starke Reversion 
unterhalb py 3—4 und oberhalb py 7—8, geringe Reversion um px 5 
sowie py 7 und dazwischen bei pz 5,6 ein kleines Maximum. Dieser Kurven- 
verlauf spricht wenig dafiir, daB die Reversion durch einen enzyma- 
tischen ProzeB verursacht oder geférdert wird, da sie dann ein pq-Opti- 
mum haben sollte. Enzymatische Produkte kénnten jedoch die Stabilitat 
oder die Perfektierung der Prémutationen férdern, d.h. die Reversion 
hemmen. Die 2 py-Minima der Reversion kénnten durch Uberlappung 
von 2 Optimumkurven von Enzymreaktionen entstehen, wobei diese 
Reaktionen zur Reversionshemmung fiihren, entweder durch Produktion 
von Stoffen, die die Pramutationen stabilisieren oder durch Abbau von 
reversionsférdernden Stoffen, die dann nur bei sehr hohen oder sehr 
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niederen px in wirksamer Menge vorhanden wiren. Als enzymatisch 
gebildete Stoffe oder Zustinde, welche die Uberfiihrung der Pramuta- 
tionen in endgiiltige Mutationen férdern wiirden, kiimen wiederum solche 
in Frage, die die DNS-Synthese beschleunigen und dadurch die Muta- 
tionsausbeute erhédhen, sowie solche, die den spontanen Zerfall der 
Pramutationen verhindern. 

Neben dieser indirekten Wirkung des py tiber Enzymreaktionen kime 
die direkte auf die primutierte Struktur, also wohl DNS oder DNS- 
Protein in Frage. ZAMENHOF et al. (1953) fanden die transformierende 
DNS von Haemophilus stabil in einem Bereich von po 4—11, wahrend 
sie auBerhalb davon schnell inaktiviert wurde. Diese py-Kurve ahnelt 
also grob derjenigen fiir die Pramutationsreversion, insofern als beide 
einen breiten Bereich hoher Stabilitat besitzen. Der Abfall der Pra- 
mutationsstabilitat schon bei py 8 und das kleine Minimum bei px 5,6 
kénnte vielleicht durch die Bindung der DNS an Protein sowie durch 
sekundare Vorgange im Zellinnern bedingt sein. 


Die Versuche iiber die Photorestauration wurden von der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft unterstiitzt. Die Versuche iiber Ionen- sowie px-Hinfliisse auf 
die Dunkelreversion wurden von dem einen Autor unter Mithilfe von seiner Frau, 
CHARLOTTE KAPLAN, wahrend eines Gastaufenthaltes bei Prof. Dr. F. J. Ryan, 
Dept. of Zoology, Columbia University, New York, 1955 durchgefiihrt und durch 
Contract Nr. AT (80—1)—1734 mit der Atomic Energy Commission sowie teilweise 
durch ein Grant der American Cancer Society unterstiitzt. Allen Helfern sei auch an 
dieser Stelle bestens gedankt. 


Summary 


1. The uv-dose curves of killing of the bacterium Serratia K without and with 
maximal effective postillumination indicate 3 to 4 targets and a constant dose 
reduction factor of 0,27 for -photoreactivation. The uv-dose curve of s-mutation is 
linear without light and a two hit function with postillumination; both curves 
reach maxima at 12°/) s-mutations and then fall. It is very unlikely that the de- 
crease in s-mutationrate by illumination is due to a selective photoreactivation of 
non-mutating cells, instead true photoreversion of the mutation-process initiated 
by uv is responsible. A mathematical consideration excludes the interpretation that 
the light acts after the cooperation of the effects of single uv-hits. In the case of 
killing the constant dose reduction indicates that the uv-laesions remain seperate 
within the uv-receptor and are extinguished independently by the reactivating 
light before they cooperate in killing the cell. In the case of s-mutations the lack of a 
constant dose reduction indicates that the single premutational uv-laesions do not 
remain seperate but superimpose if two hits happen in the same target. The effect 
of two superimposed mutation-hits is stable against light but cells with only one 
uv-hit are completely photoreversible. The relation of the uv-dose curves of muta- 
tion without and with light shows that not all cells containing a uv-laesion by one 
uv-hit later show a mutation but that at least about 30°/, of the premutational 
laesions are reversed spontaneously under the usual conditions. 

2. The linear light-dose-curve of mutation-reversion after a single uv-dose 
demonstrates that one light quantum can revert one uv-laesion. For photoreactiva- 
tion of killing this is true only at a uv-dose inducing 3 uv-hits in average. At a 
higher uv-dose giving more uv-hits per cell a multiple-hit light-dose curve is 
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obtained fitting the assumption that several uv-laesions are to be extinguished by 
several light-hits to lower the number of remaining uv-laesions below the killing 
threshold of 3 to 4. 

3. The temperature during illumination did not influence considerably the muta- 
tion reversion by light, but the photoreactivation showed a temperature coefficient 
of Q10 ~ 1,3. Thus, a short lived diffusing ,,inhibitor“ of the killing by uv- 
laesions seems to be produced by the illumination. But for the interruption by 
light of the uv-induced mutation process no such unstable carrier of light energy is 
responsible; either light is directly absorbed at the site of the premutational uv- 
laesion itself or a stable type of mutation inhibitor is produced by the light from 
photoreceptor molecules. 

4. A varying pause between uv-irradiation and illumination causes the survival 
to decrease and the mutation percentage to increase. This indicates a loss of photo- 
reactivability and photoreversibility of mutations in 30 to 50°/, of the uv-affected 
cells per hour when they are incubated at 30°C or 37°C in minimal medium after 
uv. The speed of this loss decreases with decreasing temperature (5°, 15°) during the 
pause. But at 45°C photoreactivability is also lost very slowly, so a temperature 
optimum at 30° exists which indicates an enzymatic process as the cause of this loss. 
This is supported by the fact that the destruction of photoreactivability at 30°C is 
slower in saline and dist. water and that the photoreversibility of mutation is not 
destroyed considerably in these nutrient free media. Possibly the enzymatic process 
changes the uv-laesions to a photostable state or it destroyes the hypothetical 
photoreceptor-molecules the synthesis of which has been stopped by uv. 

5. When the cells are kept in minimal medium, saline or water in the dark after 
uv-irradiation the survival increases and the mutation percentage decreases before 
the cell fissions start. In dist. water this dark-reactivation is smaller, but dark- 
mutation-reversion is about equal in all 3 media. Dark-reversion happens also in 
cells which have already lost their photoreversibility; thus it affects a second 
premutational state after the photoreversible one. The dark reversion varies with 
the medium of post-treatment independently of the dark reactivation. When uv- 
irradiated cells were kept at 21°C for 21/, h in 0,25 molar solutions of alcalihaloge- 
nides the reversion increased according to the following order of the ions: Cl-<Br- 
<I-<SCN-<F- and Lit, Nat<K*, Rb*+. With exception of F- the activity 
of the ions to revert the premutation goes anti-parallel with their degree of hydrata- 
tion. Since the anions acted stronger than the kations the adsorption of the ions to 
positively charged groups (e.g. basic groups of DNA or histon) seem to be more 
essential for the labilisation of the premutated structure than to negatively charged 
ones. The exceptionally strong reversion by F~ (though only slight reactivation) 
may be due to an indirect effect, e.g. enzyme inhibition. Post-treatment of uv- 
irradiated cells by a citrat-phosphat-buffer of different pa showed two pq-minima 
of reversion, one at py ~ 5, the other at py ~ 7. At these minima the dark-reactiva- 
tion of killing showed slight maxima. The py-dependance of reversion may be 
caused by two enzymatic processes with overlapping py-ranges giving products 
which stabilize premutations or promote mutation perfection. It seems possible, 
too, that the py outside the cell acts more directly on the stability of the uv- 
laesions in the DNA. 
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The pathways of oxidation of the normal aliphatic hydrocarbons in 
biological systems are at the moment mainly matters of conjecture. In 
a number of studies fatty acids have been found after growth of a micro- 
organism in the culture medium in which an individual hydrocarbon was 
present as the sole source of carbon and energy. This has led to the 
assumption that the hydrocarbon was attacked at a terminal carbon 
atom, the first identifiable products being the corresponding fatty acid. 

One of the more interesting of these reports concerns the production 
of heptanoic acid during growth of Pseudomonas aeruginosa in n-heptane- 
mineral salts medium (SENEZ and KONOVALTSCHIKOFF-MAzoYER 1956). 
The yield of heptanoic acid was only about 1 per cent of the n-heptane 
supplied, and it was accompanied by n-hexanoic, n-valeric, n-butyric, 
propionic and acetic acids. These authors concluded that n-heptane was 
oxidized monoterminally, yielding n-heptanoic acid, which in turn gave 
rise to the lower acids via a hypothetical novel mechanism, namely, 
successive decarboxylations of a continuous series of saturated mono- 
acids. However, the possibility of alternative mechanisms (STADTMAN, 
STaDTMAN and Barker 1949; EtspEN and Lewis 1953; KoHLMILLER 
and Grst 1951), should not be overlooked. 

Fatty acids, some identified and some unidentified, have been isolated 
from or detected in other bacterial cultures in which long chain aliphatic 
hydrocarbons were the sole substrates (ROSENFELD 1947; TRECCANT and 
Canonrtca 1953; Hirscw 1958). Analogous results have been obtained 
with phenyl-substituted long chain aliphatic hydrocarbons (WEBLEY, 
Durr and Farmer 1956). Each of the foregoing studies was complicated 
by the fact that the majority of the oxidation products formed from the 
substrate hydrocarbons consisted of compounds with carbon chain 
lengths different from that of the substrate hydrocarbons. Nevertheless, 
the studies implicate a monoterminal oxidation mechanism of hydro- 


' Preliminary communications covering certain aspects of this work have 
already been published (LnapBErrER and Fostsr, Bacteriol. Proceedings, p. 118, 
1959; Arch. Biochem. Biophys., 82, 491, 1959.) 
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carbon oxidation, the homologous fatty acid being assigned a key role. 
Perhaps the most convincing findings supporting this mechanism in 
bacteria are those in the preliminary notes of Srmwarr and Kaxio 
(1959) and of Barrisr and Coon (1959) which appeared. after the work 
reported in this paper was completed. Their results concur in principle 
with those obtained in the rat where deuteroalkanes were oxidized to the 
homologous fatty acids (BERHARD, Boor and ScHerriin 1952). The 
significance of these papers lies in the demonstration of oxidations without 
changes in the carbon skeletons of the substrate hydrocarbons. 

The other principal line of evidence pointing to fatty acid involvement 
in the oxidation of saturated aliphatic hydrocarbons is even less direct, 
le., simultaneous adaptation experiments in which hydrocarbon-utili- 
zing organisms were shown to be capable of attacking the homologous 
fatty acids (TRECCANI, CaNnonica and DE GrroLamMo 1955; ROSENFELD 
1947; Lapp 1956; Hansen and Katuio 1957; Davis, CHassE and Ray- 
MOND 1956; THIJssE and VAN DER LINDEN 1958). 

As evident from the foregoing, investigations heretofore have concen- 
trated on the liquid hydrocarbons; the short chain gaseous hydrocarbons 
have been virtually neglected in relation to their transformations by 
microorganisms. Methanol, formaldehyde and formic acid have been 
claimed as products of bacterial oxidation of methane (BRowN and 
STRAWINSEI 1958) although experimental data are still lacking. Appli- 
cation of simultaneous adaptation techniques gave, in the case of ethane, 
evidence consistent with the intermediate formation of ethylene, ethanol, 
acetaldehyde and acetic acid (Davis, CHAasE and Raymonp 1956) and, 
in the case of propane, with the intermediate formation of propylene and 
isopropanol (KLAUSMEIER, BRowN, BENEs and STRAWINSKI 1958). In 
the latter work a terminal carbon oxidation pathway was not believed 
to be operative. 

The present study deals with a systematic study of the oxidation of 
the gaseous normal alkanes by an obligate methane-utilizing bacterium. 
This culture has been found to yield from ethane, propane or n-butane, 
a preponderance of oxidation products without change in the carbon 
skeletons. Investigation of the biochemical steps involved in the trans- 
formation of these hydrocarbons is therefore facilitated. 


Materials and Methods 

Organisms. With occasional exceptions as noted, Pseudomonas methanica 
(Séhngen) was employed. Methods of cultivation were essentially those described 
previously (Dworkin and Foster 1956; LeapBrerrer and FosTEr 1958). Con- 
centrations of gases in the bacterial cultures are expressed in volume per cent of the 
total gas phase at atmospheric pressure. $i 

Hydrocarbons. These were ,,Pure Grade“ products purchased from Phillips 
Petroleum Company, Bartlesville, Oklahoma, and were at least 99 mole per cent 
pure. 
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Chemical. Manometric procedures were essentially those of UMBREIT, BURRIS 
and STavurrer (1957). Neutral volatile compounds were obtained by distillation of 
centrifuged culture filtrates at px 7 to 8 until approximately 1/10 the volume was 
obtained as distillate. The remaining culture filtrate was acidified with H,SO, and 
steam distilled to separate fatty acids. The fatty acids were identified by Duclaux 
distillation constants and by paper chromatography using brom phenol blue as the 
indicator spray. Authentic fatty acids were cochromatographed. The individual 
alcohols were characterized by (a) the stoichiometry of the oxygen consumed during 
their bacterial oxidation to the corresponding fatty acid (LEADBETTER and FosTER 
1958) and (b) the quantitative recovery of the resulting acids by steam distillation 
and their characterization by Duclaux constants and paper chromatography. 
Ketonic compounds were recovered from neutral volatile fractions as the crystalline 
p-nitrophenylhydrazones and the 2,4-dinitrophenylhydrazones. X-ray diffraction 
patterns were obtained by means of a General Electric instrument. 

Isotopic compounds. Ethane-1,2-C!4 was purchased from Nuclear-Chicago 
Corporation, Chicago, Illinois; propane-2-C!4 from New England Nuclear Corpora- 
tion, Boston, Massachusetts; deuterium oxide from Stuart Oxygen Company, San 
Francisco, California; methane-C! and deuteroethane (ethane-d,) from Volk 
Radiochemical Company, Chicago, Illinois. O,!* was prepared by electrolysis of 
H,O!8 (6.3 atom °/, excess) obtained from the Weizmann Institute of Science, 
Rehovoth, Israel. Lyophilyzed bacterial cells were converted to CO, by the method 
of RrrrenBERG and PontEcorvo (1956) for mass spectrometric analysis in a Con- 
solidated model 21—620 instrument. 


Results 


Oxidation of ethane, propane and n-butane 
Formation of alcohols and fatty acids 


It was noted earlier (LEADBETTER and FostTER 1958) that Ps. methanica 
was capable of oxidizing ethane, although it was unable to utilize that 
gas as the sole source of carbon for growth. Manometric gas analyses 
showed that the amount of CO, produced when suspensions of washed 
bacterial cells were oxidizing ethane was not significantly greater than 
the small amount resulting from endogenous metabolism in a control 
suspension. Oxidation of methane, on the other hand, resulted in the 
production of large amounts of CQ,. It appeared that the oxidation of the 
ethane was incomplete. This experiment was scaled up to 50 ml. of 
cellular suspension in a 500 ml. closed flask containing ethane and air 
(50°/, each). After shaking for 10 hours, ethanol and acetate, 7 and 30 u 
moles respectively, were isolated. Volatile compounds could not be 
detected in corresponding vessels containing cells in the absence of 
ethane, or cells oxidizing methane. It was concluded that the ethanol and 
the acetic acid were derived exclusively from ethane. Parallel experiments 
with propane- and with n-butane-air mixtures (50°/, each) demon- 
strated the production of n-propanol and propionic acid in the first case, 
and n-butanol and n-butyric acid in the second case (Tables 1 and 2). 

Experiments were undertaken to increase the rate of formation of the 
acids from the gaseous hydrocarbons. It was found that the bacteria 
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growing at the expense of methane oxidized concomitantly a second 
gaseous hydrocarbon when the latter was present in appropriate concen- 
tration. The concentration of the second hydrocarbon was critical. 
Ethane in excess of 7°/, in an atmosphere of methane (30 to 45°/,) and 


Table 1. Duclaux distillation values of volatile acids from hydrocarbon cultures 
a 


Cumulative Per cent of total acid 
aeenig Acid from | Authentic | Acid from | Authentic | Acid from Authentic 
ethane acetic propane propionic n-butane n-butyric 
ml. culture acid | culture acid culture acid 
10 20.7 21 31 31.3 | 38 38.1 
20 45.5 46 60 60 | 67.5 67.4 
30 76.5 Tad Some 88.9. bien «92 92 
35 100 100 100 100 | 100 100 


* Forty ml. containing 15 to 30 moles of acid were taken for distillation. 
Fractions were titrated with 0.01 N NaOH using phenolphthalein as indicator. 


air (30 to 50°/,) prevented growth of Ps. methanica. Ethane at 3 to 5°/, 
resulted in growth about one-half that obtained on the methane in the 
absence of ethane. Concentrations of methane above 50°/, did not over- 
come the inhibitory effect of 5°/, ethane. In the methane-ethane cultures, 
ethanol (100 ~ moles per L) and larger amounts of acetate (1m mole 
per L) were produced after 48 to 60 hours of incubation. 


Table 2. Bacterial oxidation of alcohols produced from hydrocarbons by Pseudomonas 


methanica* 

Alcohol derived from | Oxygen consumed | Volatile acid recovered 
Ethane culture Nee 30.1 «moles Acetic acid, 28 mmoles 
Propane culture 15.2 «moles Propionic acid, 12.5 «moles 
n-Butane culture 12.0 umoles n-Butyric acid, 11 moles 


* Neutral volatile distillates from the various cultures were added to Warburg 
respirometer flasks and a suspension of washed cells of Psewdomonas methanica was 
added from a side arm after temperature equilibration. Primary alcohols are 
oxidized stoichimetrically by this bacterium to the corresponding fatty acids 
according to the equation: RCH,OH + O, ~ RCOOH. 


Formation of ketonic products 


If on the second or third day of incubation the negative gas pressure 
in the cultures was restored to atmospheric pressure by addition of more 
ethane (total = 8 to 10°/,) and incubation continued an additional 40 to 
60 hours, still larger amounts of acetate were obtained (3 to 5 m moles 
per L). Acetaldehyde (0.5 to 1.0m moles per L) was also obtained 
(Table 3). The additional supplement of ethane seemed to be essential 
for acetaldehyde accumulation since an unsupplemented control failed 
to yield acetaldehyde. 
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Methane-propane and methane-n-butane growth cultures were studied 
in a similar way in the expectation of obtaining propionaldehyde and 
butyraldehyde, respectively. However, the crystalline hydrazone deri- 
vatives obtained from the neutral volatile fractions of these cultures did 
not have the melting points of the aldehyde derivatives; they were 
identified as derivatives of acetone and of 2-butanone, respectively, by 
means of melting points (Table 3) and by the identity of X-ray diffraction 


Table 3. Melting points* of derivatives of ketonic substances in neutral volatile 
fractions of hydrocarbon cultures 


Product 
identified 
as 


2,4-Dinitrophenyl- p-Nitrophenyl- 


Culture hydrazone | hydrazone 


Methane-ethane mixture 146, 165°C  123—125°C Acetaldehyde 
Methane-propane mixture 116—117°C 130—131°C Acetone 
Methane-n-butane mixture 106—107°C 113—114°C 2-Butanone 


* Fisher-John block; all temperatures uncorrected. The phenylhydrazones of the 
bacterial products and of the respective authentic compounds, and of the respective 
mixtures, had essentially identical melting points. 

The melting points of the hydrazones of acetone and 2-butanone deviate signi- 
ficantly from some literature values. For example, the melting points of the 2,4- 
dinitrophenylhydrazones of acetone and 2-butanone have been given as 126°C and 
116—117°C respectively, and those of the p-nitrophenylhydrazones as 148—149°C 
and 128—129°C (Camesett 1936; AtLEN 1930; Daxen 1908; DrrscHERL and 
Naum 1940). 

Depending on the crystallization liquid, the phenylhydrazones consist of varying 
mixtures of the syn- and anti- stereoisomers. The different isomeric forms have 
different melting points, and the melting point displayed by a mixture of the two 
depends on the relative proportion of syn- and anti- components (GoRDON, WoparT, 
Burnuam and Jonus 1951; van Dury 1957; Hous 1955). Crystallization from an 
acid solvent favors the isomerization. Since the present compounds were crystallized 
from ethanol-HCl solution, mixtures of isomers undoubtedly were present. From 
the standpoint of identification, the important thing is that the bacterial products 
were indistinguishable from the authentic products when both were prepared in the 
same manner. 


patterns of the bacterial and the authentic p-nitrophenylhydrazones. 
The ketonic substances could not have been synthesized from methane; 
cultures prepared with methane-C™ and unlabelled ethane or propane 
yielded unlabelled ketonic products. Conversely, mixtures of unlabelled 
methane and C-labelled ethane or propane yielded labelled ketonic 
products. 
Fate of ethane-C and propane-C 


The distribution of the carbon of the ethane and of the propane 
oxidized by Ps. methanica while growing at the expense of methane was 
determined by employing C-labelled ethane and propane (Table 4). It 
is clear that in spite of the inability of Ps. methanica to grow at the 
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expense of ethane or propane as sole carbon sources, the organism can 
extensively metabolize these substrates as judged by the radioactivity 
in the CO,, the cell material and the extracellular mucoid material. 
Ethane was much less extensively metabolized than propane, nearly 
90°/, of the ethane consumed being converted to 2-carbon oxidation 
products. The comparable figure for propane was 28.5°/). 


Table 4. Distribution of carbon-14 in cultures of Pseudomonas methanica utilizing 
ethane-C'* or propane-C™ while growing at the expense of unlabelled methane 


Counts, per cent of total 


Fraction - 
Ethane-C" culture Propane-2-C™ culture 

CHrbondioxides, os ees. 4 leet 5.5 31.6 
Cellimaterialeaey 27) ee Pe 3.8 8.5 
Ch anoles ete. het aevadehyeere ; 1 
iprdcatlayachateliem 5) ee GLemees wee yA yore oT 120 
Acetaldehyde......... oe 17.3 
ENCEUONOLS lewis Me oo) ce cleus eel apes pees 18.0 
NCOULCLNCIO SY eee he ee 69 
Propionic cidi, Wie 10k ee fate ON 
Extracellular mucoid material*. . . . 3.6 31.7 


Initial composition of gas phases: Ethane-1,2-C!, 5°/); methane, 45°/); air, 50°/o. 
Propane-2-C!4, 30°/,; methane, 40°/,, air, 30°/). 

* Precipitated from the clear centrifuged culture liquid by addition of 4 volumes 
of ethanol. 


Non-interconvertibility of acetone and propionic acid 


The formation of a mixture of propionate and acetone in the propane 
cultures raised the question of whether one is derived from the other, or 
whether each is formed independently from propane or from some common 
intermediate. Sodium propionate (0.5m mole) was added to 1L of 
mineral salts medium inoculated with Ps. methanica. After incubation 
with shaking in a mixture of methane and air for 5 days, no acetone 
could be detected. In a similar experiment, propionic acid could not be 
detected in a culture to which 1m mole of acetone had been added. It 
would appear that these compounds are not interconvertible, and hence 
are independently produced from propane or from an intermediate 
oxidation product. However, the interpretation of experimental data of 
this type is valid only if it is assumed that the cells in question were 
equally permeable to the test substrates, and that the products would 
accumulate if they were formed. 


Other experiments dealing with methyl ketone formation 
Each of the other known different varieties of Ps. methanica, including 
the yellow, the brown and the nonpigmented varieties (LEADBETTER and 
Fosrmr 1958), converted propane to acetone. Like the pink strain, 
Arch, Mikrobiol., Bd. 35 7 
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however, none produced any detectable ketones from n-pentane, n-decane, 
n-tridecane or n-hexadecane as cosubstrates with methane. This agrees 
with a considerable body of evidence that Ps. methanica does not signi- 
ficantly attack aliphatic alkanes larger than n-butane. 

The obligate dependence of Ps. methanica on methane for growth 
suggested that methyl ketone formation from propane or n-butane might 
be unique to this ‘‘one-carbon” organism. The problem was studied in a 
preliminary way in a second organism which is capable of growing 
abundantly at the expense of any one of a number of individual aliphatic 
hydrocarbons as the sole source of carbon and energy in a mineral salts 
medium. This unidentified bacterium was originally isolated from soil in 
propane enrichment cultures. It is a gram-positive, acid-fast rod, with 
optimum growth temperature at 37°C. Analysis of the culture filtrate 
after the organism had grown in an atmosphere of 50°/, propane in air 
failed to detect any acetone or propionic acid. However, indications that 
the formation of methyl ketones and fatty acids from aliphatic hydro- 
carbons is not unique to Ps. methanica and is probably of widespread 
occurrence in organisms utilizing these hydrocarbons are had from the 
demonstration that the acid-fast rod is capable of producing acetone from 
propane?. The organism was grown in liquid mineral salts-methane 
medium (50°/, methane in air) for 5 days. Ten per cent propane was then 
added and the culture incubated with shaking an additional 24 hours, 
then analyzed. The neutral volatile fraction yielded a 2,4-dinitro- 
phenylhydrazone which after recrystallization melted at 116—117°C. 
It was indistinguishable from acetone-2,4-dinitrophenylhydrazone. A 
steam volatile acid tentatively identified as propionic acid was also 
isolated from, this culture filtrate. 


Ethylene asa possible intermediate in ethane oxidation 


Certain bacteria which oxidize gaseous alkanes are also able to oxidize 
the corresponding olefins (Davis, CHAsE and Raymonp 1956; Kuiaus- 
MEIER, Brown, BENES and STRAWINSKI 1958), and the oxidation of the 
alkanes via the alkenes has been postulated. The long-standing hypo- 
thesis of formation of unsaturated hydrocarbons from saturated hydro- 
carbons has had several supporters, but in every instance the evidence has 
been indirect, usually based on incomplete criteria indicating the presence 
of minor amounts of what were presumed to be olefins (BUSHNELL and 
Haas 1941; Imerrk 1948a; Tauson and Scuaprro 1934; Davis, CHASE 
and Raymonp 1956; Tausz and Donate 1930). 


1 Subsequently, H. B. Luxrns and 8. Kusrnr in this laboratory have established 


that acetone is produced in propane growth cultures of a number of different 
bacteria. 
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Kthylene, if it were an intermediate in ethane oxidation by Ps. metha- 
nica, should under comparable conditions reasonably be expected to yield 
the same oxidation products as ethane. This was tested and found not to 
be the case. However, negative results in an experiment of this type do 
not rule out possible limitations of permeability of the cells to ethylene. 

Unsuccessful attempts, using the sensitive method of Youne, Prarr 
and Braue (1952), were made to detect free ethylene in a culture actively 
utilizing ethane. Here again the result is not conclusive, because theoreti- 
cally ethylene could be formed as an intermediate and never leave the 
surface of the enzyme forming it and further converting it. 

In order to examine more directly whether desaturation of the hydro- 
carbon is a significant event in hydrocarbon metabolism, isotopic ethane 
(deuteroethane, ethane-d,) was used as a cosubstrate during the growth 
of Ps. methanica in a methane-air atmosphere. Mass spectrometric exa- 
mination of the acetaldehyde and the acetic acid produced by the bac- 
terium from the deuteroethane showed the absence of masses 13 and 15, 
indicating that no carbon-bonded hydrogen was present!. The conclusion 
is, therefore, inescapable that in the methyl groups in the compounds 
analyzed deuterium atoms remained unsubstituted during their conver- 
sion from ethane-d,. The presence of peaks at masses 48 and 63, for the 
acetaldehyde and acetic acid respectively, established that the isotopic 
composition of these molecules was CD,CDO and CD,COOH. 

Had ethylene been an intermediate in the oxidation via dehydrogena- 
tion of the ethane, then it is likely that the methyl group of the aldehyde 
and acetic acid would have had a composition CD,H- if the following 
series of reactions had occurred: 

—2D HOH 
CD,CD, — CD,=CD, ~ CD,HCD,OH — CD,HCDO + CD,HCOOH 
Ethane Ethylene Ethanol Acetaldehyde Acetic Acid. 


Establishing that the methyl groups in the oxidation products had 
the same carbon: deuterium ratio (i.e., CD,-) as the starting deutero- 
ethane rules out the formation of ethylene as an oxidation intermediate 
in Ps. methanica. 

Discussion 

An important phenomenon revealed but unclarified by these studies 

is the ability of Ps. methanica to metabolize extensively substrates which 


1In the mass spectrometer the methyl group containing no deuterium ionizes 
to C (mass 12), CH (mass 13), CH, (mass 14), and CH; (mass 15); the deuteromethy] 
group (CD,-) ionizes to C (mass 12), CD (mass 14), CD, (mass 16), and CD; (mass 18). 
Had the deuteromethyl group been substituted to contain even one carbon-bonded 
hydrogen (i.e., CD,H-), then masses 13, 15, and 17 (corresponding to the ions CH, 
CDH, and CD,H) would have been present in addition to those at 12, 14, 16, and 18. 
Likewise, a methyl group having the composition CDH,- would also give rise to 


odd-numbered masses. 
Ws 
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it is incapable of utilizing for growth. This is all the more surprising 
because the utilization of these nongrowth substrates, including the gaseous 
hydrocarbons above methane, and also glucose and amino acids (LEap- 
BETTER and Foster 1958), was characterized by (a) their degradation 
resulting in CO, formation, (b) their contribution to the biosynthesis of 
various amino acids and their incorporation into cellular proteins and 
other components, and (c) their biosynthetic incorporation into the 
extracellular mucoid material. It may well be that the metabolism of 
Ps. methanica is uniquely dependent on one-carbon. fragments for the 
biosynthesis of certain essential cellular constituents; the fragments may 
be obtainable from methane or methanol but unobtainable from the 
nongrowth-supporting compounds. Studies on the pathways of assimi- 
lation of methane-C'™ are underway. 

The deuteroethane experiments eliminate ethylene as an intermediate 
in ethane oxidation by Ps. methanica and, therefore, presumably any 
initial dehydrogenative attack on the ethane molecule is also eliminated. 
Ruled. out, likewise, is the formation of ethanol by addition of water 
across the double bond of ethylene. 

Unpublished recent experiments of H. B. Luxrys in this laboratory 
dealing with the oxidation of unlabelled propane in a medium enriched 
in deuterium oxide (D,O) indicate that a hydration reaction had not taken 
place during the formation of acetone by Ps. methanica or by M ycobac- 
tertwm smegmatis. Presumably, this eliminates propylene as an inter- 
mediate in the conversion of propane to acetone by these bacteria. The 
primary source of the oxygen atoms in the various oxygenated compounds 
isolated from the different hydrocarbon substrates should be traceable 
since the carbon chain lengths of the substrates are unchanged during 
their conversion. Recent evidence indicates that molecular oxygen is 
incorporated during hydrocarbon utilization by bacteria, possibly via an 
oxygenase reaction of the types described by Mason (1957) and by 
Hayatsut, Roruperc, MAHLeR and Sarro (1957), or by peroxidation as 
suggested by others (ImeLik 1948b; Suavntna 1947; Srewartr and 
Katrro 1959). The essentiality of molecular oxygen for utilization of 
hydrocarbons by aerobic bacteria has been demonstrated (HANSEN and 
Katto 1957). Direct evidence for incorporation of molecular oxygen in 
the cells of three different bacteria, including Ps. methanica, when 
growing at the expense of hydrocarbons but not when growing on non- 
hydrocarbon substrates, has been obtained by the use of O,!8 (Leap- 
BETTER and Fosrer 1959). Although the oxygen in the homologous 
oxidation products (alcohols, aldehydes, fatty acids and methyl ketones) 
might also be expected to have had a significant oxygen-18 content like 
the cells, control chemical experiments employing the above unlabelled 
compounds and H,O0!* demonstrated that chemical exchange reactions 
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with water would, under the conditions used, effectively eliminate any 
oxygen-18 that may have been initially introduced into the substrate. 
Nevertheless, the isotopic oxygen enrichment of the cells grown at the 
expense of hydrocarbons is conclusive evidence that molecular oxygen 
is involved in the utilization of hydrocarbons by the organisms studied. 

In spite of the evidence relative to molecular oxygen, there remain to be 
clarified reports which indicate that utilization of alkanes does occur 
under anaerobic conditions (MULLER 1957), in the case of Desulfovibrio 
desulfuricans yielding organic acids as products (ROSENFELD 1947). 
However, the critical studies of UppEaRArr and WREN (1954) failed to 
confirm the anaerobic utilization of n-hexadecane by Desulfovibrio. 

Dehydrogenative formation of olefins is also implied by the ability 
of n-alkanes to function as hydrogen donors for the reduction of indi- 
cators by cell-free bacterial extracts in the absence of oxygen (AZOULAY 
and SENEz 1958; WresBLey and Dr Kocu 1952). 

In the aggregate, the evidence is most convincing that under aerobic 
conditions saturated n-alkanes are attacked at a monoterminal carbon 
(for a dissenting view see Lapp 1956). The formation of the homologous 
primary alcohols and fatty acids, and the ability of the particular alkane- 
oxidizing bacteria to oxidize readily alcohols to the acids, as shown in 
this work (see also LEADBETTER and Foster 1958; Baprist and Coon 
1959; SreEwarrT and Katrio 1959) focus attention on the primary 
alcohol as the first stable terminally oxidized metabolic product to 
accumulate from, alkane oxidation. The oxidation of cyclohexane in the 
rat also results in mono-, then dihydroxylation of this alicyclic compound 
(ExiotT, PARKE and WiIL.1aMs 1959). 

Purely chemical oxidation of hydrocarbons is regarded as occurring 
via the intermediate formation of a hydroperoxide: 


H 
R—C—OOH 
H 


which then decomposes at the O—O bond, an alcohol being one of the 
stable decomposition products (Lewis and von Expr 1955; Paquor 1958; 
GoLpstTEtN 1958). In the bacteria, a hydroperoxide reductase of the kind 
described by UppEararr and Bovey (1958) offers a reasonable mechanism 
for producing an alcohol from a reductive split of the O—O hydroper- 
oxide bond. 

Microbiological formation of methyl ketones is well known in bacteria 
(Jounson, Pererson and Frep 1933) and in fungi (STARKLE 1924; 
FraNKE and HErInen 1958). They originate from fatty acids, and mecha- 
nisms clearly different from those responsible for the bacterial conversion 
of hydrocarbons to methyl ketones must be involved, since in each case 
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the ketone has one less carbon atom than the progenitor fatty acid. The 
relative ease with which methyl ketones were utilized by hydrocarbon- 
oxidizing organisms had already led to proposals that these compounds 
may be intermediates in the attack on alkanes (HopKINS and CHIBNALL 
1932; Lapp 1956), but the present work provides the first direct demon- 
stration that methyl ketones are produced from hydrocarbons. The 
reported isolation of 2-hexadecanone from bacterial growth cultures on 
n-hexadecane (STEWART and Kaito 1957) was subsequently shown by 
the same authors to be a misidentification (KALLio, etal. 1957). The 
simultaneous formation of methyl ketones as major oxidation products 
along with alcohols, aldehydes and acids, all with the same carbon chain 
length as the substrate alkane, does not necessitate the postulation of a 
second hydrocarbon oxidation pathway, i.e., an oxidation at the number 
2 carbon atom. One could postulate their origin from a precursor com- 
mon to both the number 1 and the number 2 carbon oxidation products. 

It is, perhaps, more than a coincidence that in purely chemical systems 
the number 2 carbon atom is generally considered to be the principal 
locus of initial oxidative attack. Free radicals are thought to be inter- 
mediates in the chemical systems prior to oxygen addition producing 
hydroperoxides (GOLDSTEIN 1958) : 

R® + O, > RO,° 
RO,° + RH — RO,H + R° 

The electron shifts which ensue from the formation of the initial free 
radical hyperactive at the number 2 carbon atom produce an equilibrium 
between hydrocarbon free radicals activated, in the one case, in the 
number 2 carbon atom, and in the other, in the adjacent terminal carbon. 
It is the activated carbon which becomes oxygenated, and so if free 
radical formation does indeed occur in the bacteria, the formation of 
both nonterminal and terminal oxidation products would have a logical 
explanation as depicted in the following scheme: 


R—CH,—CH, 
H ‘pete on 
R—C°H—CH, — SSS R—CH,—C°H, 
* Free radical equilibrium ot 
OOH OOH 
R— tS —CH, Hydroperoxide aS Se be 
meopn deny alcohol Primary alcohol 


1 
Methyl ketone Fatty acid 
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Summary 


Washed suspensions of cells of Pseudomonas methanica (Sohngen) 
oxidized ethane even though the bacterium was unable to utilize ethane 
as a growth substrate. The oxidation was not accompanied by appreci- 
able CO, formation. The products of incomplete oxidation of ethane 
were identified as ethanol, acetaldehyde and acetic acid. Propane or 
n-butane were not oxidized by washed cells. However, they were oxidized 
when present simultaneously in growth cultures with methane as the 
growth substrate. From the propane-containing cultures »-propanol, 
propionic acid and acetone were isolated and identified. From the n-bu- 
tane-containing cultures, n-butanol, n-butyric acid and 2-butanone were 
isolated and identified. The distribution of radioactivity was determined 
following the bacterial oxidation of ethane-C! and propane-C", respect- 
ively. The major portion of the ethane-C was recovered as the volatile 
2-carbon compounds, with minor amounts found in the CO,, in cell 
material and in extracellular mucoid material. A larger proportion of the 
propane-C was found in the CO, and extracellular mucoid material. An 
interconvertibility of propionic acid and acetone could not be demon- 
strated. Acetone formation from propane was also demonstrated for a 
variety of other bacteria. By means of deuteroethane (ethane-d,) as a 
substrate, and the mass spectrometric analysis of the acetaldehyde and 
acetic acid produced bacteriologically from it, it was established that 
ethylene could not have been an intermediate in the oxidation of ethane. 
An oxygenase-type reaction involving addition of atoms of gaseous 
oxygen to the hydrocarbon molecule, and the probable formation of 
hydroperoxides from free radical intermediates, is discussed in connec- 
tion with a hypothetical mechanism of oxidation of n-alkanes. 


This work was supported in part by grants from the Atomic Energy Commission, 
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Aus dem Institut fiir Biochemie des Bodens der Forschungsanstalt fiir 
Landwirtschaft, Braunschweig-Vélkenrode 


Beitrag zur Systematik der Gattung Streptomyces 
Waksman et Henrici 


Von 
W. FLAIG und H. J. Kurzner * 


Mit 22 Textabbildungen 
(Hingegangen am 22. Juni 1959) 


Infolge der Suche nach neuen Antibiotica ist in den letzten 11/, Jahr- 
zehnten ein rapides Ansteigen der Artenzahl in der Gattung Streptomyces 
zu verzeichnen. So finden wir im ,,Bercuy“‘ (6. Aufl., 1948) 73 Strepto- 
myces-Arten, in dem Bestimmungsschliissel von KrasstunrKov (1949) 
53 Arten mit zahlreichen Unterarten, bei WaKSMAN u. LECHEVALIER 
(1953) und Bercey (1957) 149 sowie bei Gauze et al. (1957) 90 Arten und 
18 Varietaten; PrrpHAM, HESSELTINE u. BENEDICT (1958) fiihren schlieB- 
lich in ihrer Zusammenstellung 381 ,,Art‘‘-Namen und 100 Kulturen unter 
der Stammnummer an. Mit der schnellen Zunahme der neu beschriebenen 
Arten entstand auch das Bediirfnis, all diese Kulturen zu klassifizieren, 
war es doch offensichtlich, daB die vielen neuen Antibioticabildner nicht 
den 73 Arten des Bestimmungsschliissels im ,, BernGny“‘ (1948) zugeordnet 
werden konnten, ohne der Systematik Gewalt anzutun. 


Namentlich der Systematik einiger Antibiotica-bildenden Streptomyceten wurde 
besondere Aufmerksamkeit geschenkt, z.B. den Viomycinbildnern (BURKHOLDER 
et al. 1955), den Actinomycinbildnern (WAKSMAN u. GREGORY 1954; Marrin u. 
Pampus 1956; CorBaz et al. 1957b), den Streptomyceten mit rhodomycinartigen 
Pigmenten (CorBaz et al. 1957a) und denen mit antibiotischer Wirksamkeit gegen 
Trichomonas-Arten (YAMAGUCHI u. SaBurRt 1955). — Hin anderer Teil neuerer 
Arbeiten untersucht den Wert einzelner Merkmale fiir die Klassifizierung der 
Streptomyceten, z.B.: Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen (PRIDHAM u. 
Gorrrres 1948; Kurosawa 1951; OnxKr 1953; BURKHOLDER et al. 1954; BeneDiIctT 
et al. 1955; ZAHNER u. ErrnrnceR 1957), Verwertung verschiedener Stickstoff- 
quellen (Okami 1952; BuRKHOLDER et al. 1954) und die Sporenform im Elektronen- 
mikroskop (Fate et al. 1952 u. 1955; Banupacctr u. Grern 1955). — In einer dritten 
Gruppe von Arbeiten wurden schlieBlich auf der Grundlage groBer Stammsammlun- 
gen Vorschlage fiir eine Einteilung der Gattung Streptomyces in groBere Gruppen 
gemacht. So teilten Baupaccr et al. (1953, 1954) 4000 Kulturen nach der Farbe des 
Substrat- und Luftmycels in 21 Serien, Frac u. Kurzner (1954) 1600 Staémme nach 
der Farbe des Luftmycels, Substratmycels und Pigmentes in 9 Gruppen und 


* Teilergebnisse der Dissertation H. J. Kurzner: ,,Beitrag zur Systematik und 
Okologie der Gattung Streptomyces Waksman et Henrici“, Hohenheim, 1956. Der 
experimentelle Teil dieser Arbeit wurde bereits 1956 abgeschlossen. 


Arch, Mikrobiol., Bd. 35 8 


106 W. Frata und H. J. Kurzner: 


HessE.tine, BENEDICT u. PRripHAM (1954) etwa 1000 Staémme nach der Farbe und 
Morphologie des Luftmycels in 7 Gruppen ein. Kiirzlich schlugen PripHam, HESSEL- 
TINE u. Benupict (1958) eine Einteilung in Sektionen nach der Morphologie des 
Luftmycels (7 Typen) und eine Unterteilung der Sektionen in Serien nach der 
Farbe des Luftmycels (6 Farben) vor. SchlieBlich sei noch der Vorschlag von 
Erriincer et al. (1958a, b) angefiihrt, der dahingeht, nur die 4 Merkmalgruppen 
Morphologie der Sporen und des Luftmycels, Farbe des Luftmycels und Bildung 
eines melanoiden Pigmentes zur Artdifferenzierung zu verwenden. 

All diese neueren systematischen Arbeiten versuchen, durch neue Arten 
sowie neue Merkmale die alteren Bestimmungsschliissel mit ihren immer 
offensichtlicher werdenden Mangeln zu erganzen oder ganz umzugestalten. 
Auf die zahlreichen Schwierigkeiten bei der Identifizierung neuer Isolie- 
rungen und deren Griinde ist wiederholt eingegangen worden (LINDEN- 
BEIN 1952; BuRKHOLDER et al. 1954; HerssELTINE et al. 1954; 
ErrLincER et al. 1958). Hier sei deshalb nur kurz auf eines der gré8ten 
Probleme der Streptomyceten-Systematik eingegangen, namlich die 
Abgrenzung der Arten. 

Wenn sich die pessimistische Anschauung von LikskKE (1921), der 
bekanntlich eine Kinteilung dieser Organismen in Arten infolge der 
groBen Variabilitat aller Eigenschaften fiir unméglich hielt, auch als 
ungerechtfertigt erwies, so bestehen diese Schwierigkeiten doch auch 
heute noch. Dabei wird eine klare Abscheidung von Arten und eine ein- 
deutige Diagnose derselben wohl weniger durch die Variabilitaét einzelner 
Merkmale bei einer Kultur als durch die mehr oder weniger groBen Unter- 
schiede in einzelnen Merkmalen zwischen sonst ,,einander dhnlichen‘‘ 
Stémmen und das Vorkommen von ,,Ubergangsformen‘ zwischen 
bereits als Arten beschriebenen Kulturen erschwert. Ja, es wird sogar die 
Frage aufgeworfen: ,,Can we accept the species concept, and all that 
this implies, or must we view our organisms as a large spectrum composed 
of gradually merging forms“ (Cowan 1955). Die Scheu, die sich oft nur 
durch geringe Unterschiede auszeichnenden Stimme als selbstindige 
Arten zu beschreiben, lie& Waxksman u. Curtis (1918) den Begriff der 
, Species group‘ in die Streptomycetensystematik einfiihren. Und auch 
in den neueren, obengenannten Gruppeneinteilungen kommt das 
Bedirfnis, eine zwischen der Gattung und der Art stehende systema- 
tische Einheit zu schaffen, zum Ausdruck. 

Die von uns durchgefiihrte Untersuchung hatte zunichst eine Art 
, Bestandsaufnahme“ der Streptomycetenflora verschiedener Boden zum 
Ziel. Damit war ferner die Absicht verbunden, Streptomyceten-Stimme 
zu finden, die fiir eine Untersuchung der Bildung huminséiureihnlicher 
Substanzen auf mikrobiellem Wege von Interesse sein kénnten. Da uns 
die Identifizierung der vielen hundert Isolierungen nach den zur Ver- 
fiigung stehenden Bestimmungsschliisseln unméglich erschien, beschriank- 
ten wir uns darauf, alle unsere Kulturen in einer einheitlichen Weise zu 
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charakterisieren, um dadurch feststellen zu kénnen, wieweit einzelne 
Stémme in den gepriiften Merkmalen iibereinstimmen. Das Ergebnis 
dieser Untersuchungen war die Einteilung des gesamten Materials von 
1856 Streptomyces-Kulturen in 10 Hauptgruppen nach der Farbe des 
Luft- und Substratmycels sowie des Pigmentes auf Haferflockenagar 
(Fiaie u. Kurzner 1954) und die weitere Unterteilung der Hauptgruppen 
in insgesamt 382 Untergruppen, wobei zu einer Untergruppe jeweils die 
Stémme zusammengestellt wurden, die sich in allen festgestellten Merk- 
malen als gleich oder doch mindestens sehr ahnlich erwiesen hatten. 


I. Material 
Der gréoBte Teil der Kulturen wurde im hiesigen Institut isoliert1, die 
ubrigen von anderen Instituten erhalten. Die 1856 Staéamme wurden 
innerhalb einer Herkunft mit laufenden Nummern versehen, die ver- 
schiedene Herkunft, die aus Tab.1 hervorgeht, durch groBe Buchstaben 
vor der Stamm-Nummer ausgedriickt. 


Tabelle 1. Herkunft der untersuchten Stémme 


38 W-Stamme 1949 aus dem Radicin-Institut Westerade/Holstein erhalten 
304 B-Stémme im Herbst 1951 von Frau Schlichting-Bauer im hiesigen Institut 
isoliert 
1073 K-Stamme zum gréBten Teil im Herbst 1953 und im Friihjahr 1954 von 
H. J. Kurzner isoliert 
229 G-Stémme ein Teil der insgesamt 488 Staimme, die wir im Frithjahr 1954 
vom Institut fiir Bakteriologie der Biologischen Bundesanstalt, 
Braunschweig-Gliesmarode, erhielten” 
117 H-Stémme 1953/54 von H. Enauusen, im hiesigen Institut isoliert (vgl. 
H. EnGHusEN 1956) 
95 H-Stémme definierte Arten und einige unbenannte Kulturen (vgl. Tab. 2) 


1856 Stimme 
Aus Tab. 2 geht die Herkunft der H-Stamme hervor. 


II. Charakterisierung der Streptomyceten-Stamme 


1. Merkmale zur Charakterisierung 


Dem Umfang des zu bearbeitenden Materials entsprechend muB8ten 
wir uns natiirlich auf die Feststellung weniger Merkmale beschranken. 
Sofern es auch nur das Ziel ist, ein Stammaterial so zu charakterisieren, 
daB die gleichen Staémme als gleich und die verschiedenartigen als ver- 
schieden erkannt werden, kommt man auch mit verhaltnismafig wenigen 


1Uber die Durchfithrung der IJsolierung wird in.einer folgenden Mitteilung 
berichtet. 

2 Ws handelt sich hier um die von C. Starr in den Jahren 1946—1951 isolierten 
Stamme; iiber Untersuchungen an diesen Stémmen siehe bei Stapp (1953), Stapp 
u. SPICHER (1954) sowie SPICHER (1955). 
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Tabelle 2. Herkunft der H-Stamme 


eo ne EEE 


erhalten als 


Act. alni Peklo 

Act. flavogriseus Duché 

Act. tyrosinaticus (Krainsky) 

Act. violaceus (Rossi Doria) 
Gasperini 

Strept. albidoflavus (R.D.) 
Waksman 

Str. albus (R.D. em. Krain- 
sky) Waksman et Henrici 

Str. aureofaciens Duggar 

Str. bobiliae (Waksman et 
Curtis) Waksman 

Str. cacaot (Waksman) 
Waksman 


Str. californicus (Waksman | 


et Curtis) Waksman 

Str. coelicolor 
(Miller) Waksman 

Str. erythreus (Waksman) 
Waksman 

Str. fimicarius (Duché) 
Waksman 

Str. flavovirens (Waksman) 
Waksman 

Str. griseolus (Waksman) 
Waksman 

Str. griseus (Krainsky) 
Waksman 

Str. hygroscopicus (Jensen) 
Waksman 

Str. Halstedii (W. et C.) 
Waksman 

Str. lavendulae (W. et C.) 
Waksman 

Str. Lipmanii (W. et C.) 
Waksman 

Str. melanosporeus (Krain- 
sky) Waksman 

Str. microflavus (Krainsky) 
Waksman 

Str.phaeochromogenes (Conn.) 
Waksman 

Str. purpurpeochromogenes 
(W. et C.) Waksman 

Str. reticuli (W. et C.) 
Waksman 

Str. rimosus Finlay et al. 


| 


erhalten 
yvon*)® 


CBS 
CBS 


urspriingliche 
Herkunft 


vy. Proruo 1941 


Herm 1934 
BEIJERINCK 1918 


CIFERRI 1946 


HOn LE 1951 


| 
Scumipt-Kunz 1951 


NRRL 2209, 1951 
WaAKSMAN 1934 
NCTC 3558, 1933 
WaksmMaAn 1920 
BEJERINCK 1918 


Ducue 1935 


Ducun 1934 


WaksMAN 1930 
WaksMAN 1930 
NCTC 6962, 1945 
1948, selbst isol. 
DucHn 

WC, 3440/14 
WakSMAN 1920 


Poxwactr 1938 


| BEIJERINCK 1918 


| WAKSMAN 


WaAkKSMAN 1920 


WaAkKSMAN 1920 
NRRL 2234 


Gruppe u. 
Untergruppe 


1/24 
IV/1 
VII/79 
VII/79 

1/24 


1/1 
VII/44 


II/4 
V1/25 
T/12a 
1/24 
1/21 
1/31 
IV/1 
VIL/13 
T/7 
VII/38 
VII/13 
III/21 
T/21 
IT/5 
J/21 
IT/49 
T/12a 
VIT/13 


VI/ 
Anhang 


Nr: 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 
Se ee 


erhalten als 


Str. roseochromogenes (Jen- 
sen) Waksman 
Str. scabies (Thaxter)Waksm. 
Str. venezuelae Ehrlich et al. | 
Str. viridochromogenes 
(Krainsky) Waksman 
Str. spec. 
Str. spec. 
Str. spec. 
Str. spec. 
Str. spec. 
Str. spec. 
Str. spec. 
Str. diastaticus Krainsky 
Act. albidus Duché 
Act. annulatus Beijerinck 
Act. carnosus Millard et Burr 
Act. clavifer Millard et Burr 
Act. craterifer Millard et Burr 
Act. flavus Millard et Burr 
Act. nigrificans (Kriiger) 
Act. oligocarbophilus 
Beijerinck 
Act. roseodiastaticus Duché 
Act. sanguinis Basu 
Act. setonii Millard et Burr 
Act. spec. 
Act. spec. (v. Meredith isol.) 
Act. spec. (v. Meredith isol.) 
Act. violaceus (R.D.) Bal- 
dacci 
Str. albus 
Str. lavendulae 
Str. fradiae 
Str. griseus 
Str. coelicolor 
Str. coelicolor 
Serie Violaceus (V 178) 
Serie Violaceus (V 934) 
Serie Violaceus (V 933) 
( ) 
) 


Serie Violaceus (V 72 
Serie Violaceus (V 920 
Serie Lavendulae (L 235) 
Serie Lavendulae (L 932) 
Serie Griseus (G 71) 
Serie Griseus (G 156) 
Act. griseus Krainsky, 
Waksman 


erhalten 
von?:3 


CBS 
CBS 
CBS 


CBS 
WIERINGA 
WIERINGA 
WIERINGA 
WIERINGA 


| WIERINGA 


WIERINGA 
WIERINGA 


CBS 
WAKSMAN 
WAKSMAN 
WAKSMAN 
WAKSMAN 
WAKSMAN 
TONOLO 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 
BALDACCI 


BALDACCI 


urspriingliche 
Herkunft 
ee ee ee ee eee 


BUCHERER 1934 
WIERINGA 1948 


ATCC 1949 


WAKSMAN 1920 


Wageningen 
Wageningen 
Wageningen 
Wageningen 
Wageningen 
Wageningen 
Wageningen 


WAKSMAN 1920 


Ducut 1934 


WoLLENWEBER 1921 


Powuact 1937 


MiniarD 1927 
Minnarp 1927 
Miniarp 1927 
WOLLENWEBER 1921 


BEIJERINCK 
Duct 1934 
Basv 1938 


MiLLarp 1927 
| BouweEns 1941 
NCTC 6840, 1945 
NCTC 6870, 1945 


CIFERRI 1946 
ATCC, 618 
WC, 3440/14 
WC, 3535 
WC, 3475 
WC, 3030 
ISSR, 9 
selbst isol. 
selbst isol. 
MEREDITH 
selbst isol. 
LCI 

selbst isol. 
REDAELLI 
selbst isol. 
selbst isol. 
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Gruppe u. 


Untergruppe 


11/18 
VII/25 
11/34 


IX/2 
VII/15 
V1/42 
IV/4 
VIII/2 
V1/65 
V1/42 
VII/68 
v/2 
1/21 
1/21 
VII/26 
VII/10 
VII/10 
V1/29 
1/21 


11/44 
11/18 


VII/79 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 
SOUS! Ga a TT a aa a. a aie ay aie 


i 
| 
97 | Serie Roseus (R131) | Bawpacctr | selbst isol. IL/18 
99 | Serie Diastaticus (D854) | Batpaccr | ISSR | VII/30 
100 | Serie Diastaticus (D846b), Batpaccr | ISSR VII/35 
101 | Serie Diastaticus (D870) | Banpacct | ISSR | VII/30 
102 | Serie Diastaticus (D877) | Batpaccr | ISSR II/34 
103 | Serie Diastaticus (D 74) | Batpaccr | selbst isol. VII/56 
104 | Serie Albus (A 239) | Baxpacct | selbst isol. 1/49 
105 | Act. albus Batpacctr | ISSR T/1 
106 | Serie Scabies (S 828) | Bapacct | selbst isol. VIT/29 
107 | Serie Scabies (S 936) | Batpacct | CBS VII/25 
109 | Serie Rimosus (Ri 255) | Baxpacct | selbst isol. 11/49 
110 | Serie Rimosus (Ri 887) | Batpaccr | CBS VI/ 
Anhang 
111 | Serie Sulfureus (Su 937) | Batpacctr | Ist. Parasitol. | 
112 | Act. cyaneus Toporovic! selbst isol. IX/1 
113 | Act. longisporus ruber Toporovic | selbst isol. loots LE 
114 | Act. globosus Toporovic | selbst isol. V/22 
115 | Act. cylindrosporus Toporovic | selbst isol. | 1/49 
116 | Act. longissimus Toporovic | selbst isol. ) 11/18 
117 | Act. globisporus Toporovic | selbst isol. | II/18 
118 | Act. globisporus vulgaris Toporoyic | selbst isol. 11/18 
119 | Act. globisporus griseus Toporovyic | selbst isol. VI/42 
120 | Act. globisporus flaveolus ToDOROVIC / selbst isol. [’ IV/é 
121 | Act. globisporus violaceus Toporoyic | selbst isol. | 1/14 
122 | Str. griseus Taiwan Su-) unbekannt 1/7 
gar Comp. | 
123. | Act. albus Agric.chem.) unbekannt | T/i 
Inst. TH / 
Miinchen 
124 | Str. spec. ToNoLo | selbst isol. IV/12 


1Die den fehlenden Nummern entsprechenden Arten zeigten nur eine sehr 
sparliche Entwicklung und ein derart uncharakteristisches Wachstum, da8 von 
einer Beschreibung und Auffiihrung im Bestimmungsschliissel und der Erwihnung 
in dieser Tabelle abgesehen wurde. 


* All denen, die uns Originalkulturen definierter Arten fiir unsere Untersuchungen 
zur Verfiigung stellten, sei an dieser Stelle herzlich gedankt. Besonderen Dank 
schulden wir dem Bundesministerium fiir Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten 
fiir die uns fiir den Ankauf von Kulturen aus dem Centraalbureau voor Schimmel- 
cultures in Baarn zur Verfiigung gestellten Mittel. 


§ Die Abkiirzungen haben folgende Bedeutung: 


CBS Centraalbureau voor Schimmelecultures (Baarn) 

NRRL Northern Regional Research Laboratory (Peoria) 

NCTC National Collection of Type Cultures (London) 

ATCC — Amer. Type Culture Collection (Washington) 
WC Waksman Collection (New Brunswick) 
ISSR Ist. Superiore di Sanit&é Roma (Rom) 


LCI Laboratorio Crittogamico Italiano (Pavia) 
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Merkmalen aus. Folgende Merkmale zogen wir zur Charakterisierung 
unserer Stéamme heran: 

1. Morphologie des Luftmycels (Lichtmikroskop) und der Sporen 
(Elektronenmikroskop) auf Haferflocken-Agar?. 

2. Erscheinungsform auf 4 Agarnaéhrbéden (Haferflocken-, Glycerin- 
Glykokoll-, Glycerin-KNO,- und Glucose-Pepton Agar), auf 2 Nahr- 
l6sungen (Glycerin-Glykokoll- und Glycerin- Glutaminsaure-Lésung) und 
auf Kartoffelscheiben. 

3. Gelatineverfliissigung, Stirkehydrolyse und Verhalten auf Lack- 
musmilch. 

4, Antibiotische Wirksamkeit gegen 5 Testorganismen: Bac. subtilis, 
E. coli, Azotobacter chroococcum, Mycobact. spec. und Aspergillus flavus. 

Die Morphologie des Luftmycels wurde von fast allen Stammen festgestellt, 


bei groReren Untergruppen zuweilen nur von einem Teil der Stamme. — Die 
Erscheinungsform auf den 4 Agarnihrbéden und auf Kartoffelscheibe sowie die 
antibiotische Wirksamkeit wurde von allen 1856 Staémmen festgestellt. — Die 


Sporenform lag von 585 Stémmen, die sich auf 175 Untergruppen verteilen, vor. 
Auf den beiden Nahrlésungen wurden von jeder Untergruppe nur jeweils mehrere 
Staémme kultiviert, und die 3 physiologischen Reaktionen wurden nur mit einem 
Teil des Materials durchgefihrt: Gelatinestich 210 Stamme, Amylasetest 262 Stamme, 
Lackmusmilch 615 Stamme. 


2. Nahrbédden und Methodik 


Die von uns verwendeten Nahrmedien hatten folgende Zusammen- 
setzung (alle Angaben in Gramm auf 1000 ml H,O): 


Haferflocken-Agar: Haferflocken 20, 15 min kochen, filtrieren und Filtrat 
wieder auf 1000 ml auffiillen; Agar 18. — Glycerin-Glykokoll-Agar: Glycerin 20; 
Glykokoll 2; K,HPO, 1; NaCl 2; MgSO, 0,05; FeSO, 0,01; CaCO, 0,02; Agar 18. — 
Glycerin-KNO,-Agar: Glycerin 20; KNO, 10; K,HPO, 1; NaCl 2; MgSO, 0,05; 
FeSO, 0,01;. CaCO, 0,02; Agar 18. — Glucose-Pepton-Agar: Glucose 10; 
Pepton (Brunnengriber) 12; Probacit (Fa. Maggi-Singen) 6; Agar 18. — Glycerin- 
Glykokoll- und Glycerin-Glutaminsaiure-Nahrlésung: Dasselbe wie Gly- 
cerin-Glykokoll-Agar, jedoch ohne Agar und im zweiten Falle an Stelle von Glykokoll 
Glutaminsaure 3,9. — Starkeplatte (Amylasetest): Glucose-Pepton-Agar + 
lésliche Starke 10. — Gelatinestich: Glucose 20; Pepton 5; Gelatine 160; 
Sterilisation im Dampftopf an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 20 min. — 
Lackmusmilch: Entrahmte Milch — je 12 ml in Reagensglisern — wurde an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen je 30 min im Dampftopf sterilisiert; nach 10 Tage 
langer Bebriitung wurden jedem Roéhrchen 3 Tropfen einer Lackmuslésung (15 ml 
H,O + 1g Lackmus) zugesetzt und nach nochmaliger mehrtagiger Bebriitung die 
sich dann noch als steril erweisenden Réhrchen beimpft. — Kartoffelscheibe: 
Nach mehrstiindigem Bad in 0,1°/,iger Sublimatlésung wurden die Kartoffeln ge- 
schalt und von 2 verschiedenen Knollen je 1 Scheibe in Petrischalen auf befeuchtetes 
Filtrierpapier gelegt; sterilisiert wurde an 2 aufeinanderfolgenden Tagen je 10 min 
bei 1,2 atii. 


1 Die in dieser Arbeit zur Charakterisierung der Streptomyceten herangezogene 
Sporenform wurde fiir die meisten Stémme anderen Institutsarbeiten (FLatG et al. 
1952, 1955) entnommen. Soweit hier festgestellt, geschah dies unter der Anleitung 
von Herrn Dr. H. BrureLspacHERr, dem wir hiermit bestens danken. : 
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Die Agarnihrbéden und Nahrlésungen wurden vor der Sterilisation auf px 7,2 
eingestellt; sterilisiert wurden sie 15 min bei 1,2 atii. 

Alle Kulturen wurden bei 28° C bebriitet. 

Zur Beurteilung der Erscheinungsform wurden bei den Agarnahrbéden jeweils 
2 Schrigrdhrchen beimpft, wobei die gesamte Oberfliche mit Sporen besat wurde. 
Aufer auf Schragagar wurden die Stamme auch haufig auf 2 oder 3 Nahrbéden in 
halbierten bzw. gedrittelten Petrischalen zickzackformig mit der Ose geimpft. — 
Bei der Kultur auf Kartoffelscheibe wurden jeweils 2 Scheiben in einer Petrischale 
strichformig beimpft. — Die Beurteilung wurde nach 10tagiger Bebritung 
vorgenommen. 

Von den beiden, stets zur gleichen Zeit angesetzten Nahrlésungen wurden zu- 
nichst 3, spiter 2 Kélbchen (25 ml in 100 ml Erlenmeyerkélbchen) beimpft. Die 
Beurteilung wurde in der ersten Zeit am 4., 7., 10., 14. und 20. Tag, spater nur noch 
am 6. und 20. Tag und nur in Hinzelfallen haufiger vorgenommen. 

Die Priifung auf Gelatineverfliissigung wurde mittels Stichkultur (2 Parallelen) 
vorgenommen. Beurteilt wurde nach 5, 8, 12, 17, 21 und 31 Tagen, wobei die Tiefe 
des gebildeten Kanals sowie die Viscositat der verfliissigten Gelatine (dickfliissig — 
diinnfliissig) vermerkt wurden, ferner bei der letzten Beurteilung die Verfarbung des 
Mediums. 

Zur Priifung auf Stairkehydrolyse wurden 12 ml Nahrboden in einer Petrischale 
mit 2 parallelen Impfstrichen versehen. Nach 7 Tagen wurde der Nahrboden mit 
1 ml Lugolscher Lésung iiberschichtet und die sich nicht blaufarbende Zone 
beiderseits der Impfstriche ausgemessen. 

Die Verainderung der Lackmusmilch (3 Parallelen) wurde am 6., 9., 13., 18. und 
24. Tag beurteilt, wobei Koagulation, Peptonisation und die Verfarbung — jeweils 
mit Angabe der GréBe der verinderten Zone — vermerkt wurden. 

Die Priifung auf antibiotische Kigenschaften wurde mit der als ,,Bléckchentest*‘ 
bekannten Methode durchgefiihrt. Zur Vorkultur (6 Tage) der Streptomyceten wurden 
Glucose-Pepton- und Glycerin-Glykokoll-Agar verwendet. Zur Beimpfung der 
Testplatten wurde von Bac. subtilis und H#. coli je eine 1 Tag alte Kultur in 
Glucose-Pepton-Lésung verwendet, von Mycobact. spec. eine 3 Tage alte Kultur auf 
Glucose-Pepton-Agar, von Azot. chrooc. eine ebenfalls 3 Tage alte Kultur auf einem 
Mannitagar (Mannit 20g; K,HPO, 1g; CaCO; 1g; MgSO, 0,5¢; FeSO, 0,1 g; 
Na,MoO, 0,005 g; Agar 18g; H,O 1000 ml) und von Asp. flavus eine von einer 
alteren Kultur auf Wiirzeagar stammende Sporensuspension. Die Testplatten wurden 
mit dem jeweils zur Vorkultur verwendeten Nahrboden gegossen. Die Beurteilung 
der Hemmzonen wurde nach 24—48stiindiger Bebriitung bei 28°C vorgenommen. 


Zur Feststellung der Morphologie des Luftmycels wurden die in Petrischalen 
gewachsenen Kulturen mikroskopisch betrachtet. Alle lichtmikroskopischen Auf- 
nahmen wurden mit dem Panphot (Leitz) gemacht und haben die iibereinstimmende 
VergroBerung von 170: 1. 


3. Katalogisierung der Stimme und Beurteilung der Merkmale 


Die Protokollierung der festgestellten Merkmale wurde auf Kartei- 
karten vorgenommen (Abb. 1). 


Die Beurteilung sei an Hand von Abb.1 erlautert. Auf den verschiedenen 
Medien wurden die Starke der Luftmycelbildung (unter ,,Spor.‘‘) und des Wachs- 
tums (unter ,,Myz.**) mit Kreuzchen und die Farbe des Luftmycels, Substratmycels 
und Nahrbodens (unter ,,Pigm.‘‘) nach der Ostwaldschen Farbtafel beurteilt. Zu- 
weilen wurde aufer dem Vermerk der Nahrbodenfarbe diese noch zusitzlich mit 
Kreuzchen beurteilt, regelmafBig z. B. bei dem Glucose-Pepton-Agar, bei dem — von 
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wenigen Ausnahmen abgesehen — nur die Farbe ,,braun‘ in verschiedener Farb- 
tiefe vorkam. Auf letzterem Medium wurde andererseits auf die Beurteilung der 
Luft- und Substratmycelfarbe verzichtet, da diese Farben — wiederum von wenigen 
Ausnahmen abgesehen — hier wenig charakteristisch sind. 

In Abb. 1 sind ferner 2 Beispiele fiir die Beurteilung der Lackmusmilch angegeben: 
Die unveranderte Milch wurde mit Schragstrichen, Koagulation mit senkrechten 
Strichen vermerkt (1 Strich = schwache Koagulation, gallertige Beschaffenheit; 
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3 Striche = feste Ausflockung); die peptonisierte Zone blieb leer, beginnende 
Peptonisation wurde punktiert bzw. schraffiert und punktiert. Auf den Original- 
karten wurde auRerdem die Ausdehnung der Zonen angegeben, sowie die beobachte- 
ten Farben mit Buntstiften eingetragen (Beurteilung der peptonisierten Zone im 
durchfallenden, die der anderen Zonen im auffallenden Licht). 

Die Beurteilung der Hemmzonen wurde nach WALLHAUSSER (1951) und OpPER- 
MANN (1951) vorgenommen. 


III. Besprechung der einzelnen Merkmale im Hinblick auf ihren Wert 
fiir die Charakterisierung 

Voraussetzung fiir die Kignung eines Merkmales zur Charakterisierung 
einer bestimmten systematischen Kategorie ist, da das betreffende 
Merkmal bei jedem Glied, in unserem Falle bei jedem Stamm, dieser 
Einheit regelmaBig und in gleichem Mafe zur Ausbildung kommt. 

Wenn wir iiber die Konstanz der Merkmale auch keine speziellen 
Untersuchungen anstellten, so kénnen wir doch sagen, daB sich im Laufe 
der 4 Jahre dauernden Bearbeitung des Materials kein Stamm wesent- 
lich veriinderte. Diese allgemeine Beobachtung wird durch die Erfabrung 
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gestiitzt, da bei Wiederholung einzelner Reaktionen in kleineren Zeit- 
abstiinden, von wenigen Ausnahmen abgesehen, dasselbe Verhalten wie 
beim ersten Mal festgestellt werden konnte. Auch die mehrere Jahre vor 
den von uns durchgefiihrten Untersuchungen isolierten G-Stamme zeig- 
ten die Merkmale in derselben Auspragung wie die ihnen entsprechenden 
Stimme unserer Sammlung. Es besteht kein Zweifel, daB einzelne Merk- 
male nach langer Kultur auf kiinstlichem Nahrboden verlorengehen 
koénnen; doch dies ist eine Frage der Auf bewahrung der Stamme. Durch 
Konservierung als Erdkultur oder in lyophilisierter Form, die ein 
haufiges Uberimpfen eriibrigen, wird man solchen Eigenschaftsverlusten 
weitgehend aus dem Wege gehen koénnen (Haynes et al. 1955, FROMMER 
1956). 

Zu der gleichmaBigen Auspragung der Merkmale bei allen Stammen 
einer Untergruppe sei bemerkt, daB es mdéglich war, Einheiten aus 
Stémmen zu bilden, die in ihren Merkmalen weitgehend itberein- 
stimmen, ohne daB dadurch die Anzahl verschiedener Einheiten sehr 
eroB wurde. Eine gewisse Schwankungsbreite muB man natiirlich den 
einzelnen Merkmalen bei den Stammen einer Untergruppe zubilligen; 
wie groB dieselbe sein kann, um noch Staémme zu einer Einheit stellen 
zu k6nnen, und von welchen Unterschiedlichkeiten ab zwei verschiedene 
Untergruppen, gebildet werden miissen, ,,dies ist durchaus kein wissen- 
schaftliches Problem, sondern nur eine Frage der ZweckmaBigkeit und 
des systematischen Taktgefiihles** (WALTER 1948, S. 13 und 16). 


1. Morphologie des Luftmycels 


Die Morphologie des Luftmycels — schon recht bald zur Beschreibung 
von Streptomyces-Arten herangezogen — wird heute als eines der wich- 
tigsten Charakterisierungs- und Unterscheidungsmerkmale angesehen. 
Dabei unterscheiden z. B. HEssELTINE et al. (1954) 5 Morphologietypen 
und PripHAM et al. (1958) sieben Typen, die die Grundlage fiir eine Ein- 
teilung der Gattung Streptomyces in Sektionen bilden. Errnincer et al. 
(1958b) stellen insgesamt 15 Morphologietypen auf. Unsere Unter- 
suchungen fithrten zu sehr dhnlichen Ergebnissen, wenn wir auch auf die 
Aufstellung bestimmter Morphologietypen verzichteten. Im folgenden 
soll die von uns verwendete Terminologie zur Beschreibung der Luft- 
mycelmorphologie wiedergegeben werden. 


1. Die Hyphen des Luftmycels kénnen verschieden lang sein: 
kurz (Abb.2) — mittellang (Abb.3, 4, 5, und andere) — lang (Abb.6, 7 
und andere). 


Dabei entspricht makroskopisch ein kurzes Luftmycel einer staubigen, ein langes 
Luftmycel einer wolligen Konsistenz. 
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2. Die Lufthyphen sind: 


a) mehr oder weniger stark verzweigt, so daB das Bild kleiner ,, Baum- 
chen“ entsteht (Abb. 10, 11, 12, 13), 

b) ziemlich lang und monopodial verzweigt (seitenstindige Aste) 
(Abb.6, 7, 18). 

Bei den Baumchen beginnt die Verzweigung zuweilen schon sehr weit 
unten am Staémmchen, so daB, wenn die Aste dicht zusammen abgehen 
und sich nicht nochmals verzweigen, das Bild eines biischelformigen 
Baumchens entsteht (Abb.19). Gehen mehrere, sich nicht weiter ver- 
zweigende Aste dicht zusammen an hoherer Stelle des Stimmchens ab, 
so wurde dies als wirteliges Baumchen beschrieben (Abb.4, 5, 12). 

Die hier als Beispiele gegebenen Abbildungen zeigen Morphologietypen, die ohne 
Schwierigkeiten einigen Typen von Erririnaur et al. (1958b) zugeordnet werden 
kénnen: Abb. 10 und 13 dem Typ k (wenn vielleicht auch die Verzweigung nicht 
eindeutig monopodial ist) ; Abb. 11 mit den etwas geschlosseneren Spiralendem Typ n; 


Abb.4, 5, 12 mit den langgestielten Spiralen dem Typ f; Abb.19 dem Typ g; 
Abb.6 dem Typ d und Abb.7,18 dem Typ b. 


3. Die Aste an den Béiwmchen bzw. liingeren, geraden Lufthyphen sind: 
a) kurz — mittellang — lang 
b) gerade — gerade/gewellt — gewellt — stark gewellt 


[Mittellange, gerade, starr erscheinende Lufthyphen wurden als besenférmiges 
Luftmycel beschrieben; dies entspricht dem Typ p von ErrnincEr et al. (1958b).] 


4. Das Luftmycel weist Spiralen auf — weist keine Spiralen auf. Die 
Spiralen sind: diberaus héufig, — hdufig — nur an dichter bewachsenen 
Stellen haufig — weniger hiufig — selten. 


5. Beschreibung der Spiralen: 

a) Anzahl der Windungen: diese ist, selbst innerhalb eines Gesichts- 
feldes, mehr oder weniger groBen Schwankungen unterworfen; trotzdem 
erweist sie sich aber doch fiir ein und denselben Stamm, ja auch fiir eine 
Untergruppe, allerdings unter Angabe der Variationsbreite, als charak- 
teristisch. So wurde die Anzahl der Windungen etwa folgendermafen 
beurteilt: 1-2-(3), 1-3-(5), 3-5-(8), 5-10, 5-10-15. 

Auch ErrrrnGer et al. (1958b) betrachten die Windungszahl als charakteristisch 
und verwenden sie sogar als Unterscheidungsmerkmal im Schliissel. 


b) Die Spiralen sind: linksdrehend — rechtsdrehend; 
(dabei ist zu beriicksichtigen, daf es bei mikroskopischer Betrachtung umgekehrt 
ist). 

ce) Die Spiralen sind: kompakt (Abb. 17, 21) — offen (Abb. 18); 
d. h. es wurden eigentlich 3 Abstufungen unterschieden und nur die beiden Extrem- 
formen (kompakt-offen) besonders vermerkt, im Gegensatz zu HessELtine et al. 
(1954), Prrpwam et al. (1958) und Erriresr et al. (1958b), die nur zwischen 
kompakten und offenen Spiralen unterscheiden. 
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Kompakte Spiralen mit wenigen Windungen erscheinen wie Knaule (Abb.21) 
[bei PrrpHam et al. (1958) kurze, knorrige (gnarled) Spiralen genannt], solche mit 
vielen Windungen wie Geldrollen (Abb. 17). 


d) Der Durchmesser der Spiralen ist: klein — groB (Abb.4); 


Auch hier wurden nur diese beiden Extremformen besonders beurteilt. Spiralen 
mit auffallend groBem Durchmesser sind besonders haufig in Gruppe III (Luftmycel 
graurosa); oft handelt es sich dabei um ziemlich kompakte Spiralen, die etwas 
verkringelt sind. Da zuweilen der Durchmesser der einzelnen Windungen nach dem 
Ende der Spirale zu abnimmt, erscheint dieselbe schneckenférmig. Derartige, meist 


Abb. 2 


Abb.2. Kurze kleine Biumchen oder biischelférmig zusammenstehende Lufthyphen (H 1/6, 
S. coelicolor Miiller, 1/24). — Abb. 3. Kurze bis mittelhohe Biumchen, gewellt bis stark gewellt (VII/54) 


langgestielte Spiralen entsprechen dem Typ 5 bei HEsseLrrnr et al. (1954): 
,,Conidiophores with long and straight branches with spirals of a large diameter at 
their ends‘; PrrpHAm et al. (1958) nennen sie ,,open loops“, bei ErrLrnceEr et al. 
(1958b) sind sie beim Typ f vertreten. 

e) Anordnung der Spiralen am Luftmycel: Entsprechend den in 
Punkt 2 unterschiedenen, Verzweigungsarten kann unterschieden werden 
zwischen: Spiralen endstindig an den Asten von Baéumchen — Spiralen 
seitenstiindig an langen geraden Lufthyphen. — Entsprechend Punkt 3a 
k6nnen die Spiralen, verschieden lang gestielt sein: kurz — mittellang — 
lang. 

Wenn kurzgestielte Spiralen mit wenigen Windungen sehr dicht an 
mittellangen Lufthyphen safen, wurde dies als traubenférmiges Baéum- 
chen beschrieben. 


6. Bildung von Wirteln (Quirlen) 


Unter einem Wirtel oder Quirl versteht man eine Verzweigungsart, bei 
der ,,auf der gleichen Hohe des Hauptastes mehr als zwei Seitenzweige 
entspringen“* (ETTLINGER et al. 1958b). Die Elemente dieses ,,primaren“ 
Wirtels konnen sich nochmals wirtelig verzweigen und bilden dann einen 
, sekundaren‘: Wirtel. 

So unterschieden PripHam et al. (1958) die Sektionen mit nur primaren Wirteln 
(Monoverticillus und Monoverticillus-spira) von den Sektionen mit primaren und 
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Abb. 4 Abb. 5 


Abb. 4. Mittelhohe, wirtelige Biiumchen, Enden der Aste umgebogen bis spiralig 1-2-(8-5)- 

Windungen, linksdrehend, schneckenformig, meist ziemlich groBer Durchmesser, kompakt (III/19), 

Abb.5. Mittelhohe, wirtelige Biumchen, Enden der Aste spiralig, 1-3-5-(8)-Windungen, linksdrehend, 
zum Teil schneckenférmig, kompakt (ITI/33) 


Abb. 7 


Abb.6. An sehr langen, ziemlich geraden und wirr durcheinanderliegenden Lufthyphen mittellange 
Aste (S. phaeochromogenes, II/49). — Abb.7. An sehr langen, geraden Lufthyphen mittellange Aste; 
Enden der Aste umgebogen bis spiralig, 1-3-Windungen (S. phaeochromogenes, 11/49) 


Abb. 8 Abb. 9 


Abb.8 An sehr langen, geraden Lufthyphen mittellange Aste; diese zum Teil nochmals verzweigt: 

seitenstiindige Biischel; Enden der Aste spiralig mit 1-3-5-Windungen (S. phaeochromogenes, 11/49). 

Abb.9. An langen, ziemlich geraden und wirr durcheinanderliegenden Lufthyphen Spiralen einzeln 
oder zu 2-4-7 in seitenstindigen Biischeln (VI/18) 
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Abb. 10 


Abb.10. Mittelhohe Biumchen mit Spiralen, 1-3-(5)-Windungen, linksdrehend (VII/69) 
Abb.11. Mittelhohe bis hohe Biumchen mit Spiralen, 4-8-(10)-Windungen, linksdrehend, mittellang 
gestielt (1/2) 


JR $ > 
Abb. 12 Abb. 13 
Abb.12. Mittelhohe, wirtelige Biiumchen, Enden der ziemlich langen Aste umgebogen bis spiralig, 
2-5-(7)-Windungen, zum ‘leil schneckenformig (III/9). — Abb.13. An sehr hohen Biumehen 


Spiralen mit (3)-5-10-(15)-Windungen, linksdrehend, langgesticlt, oft Spiralen abgewinkelt (V1/58) 


Abb. 14 Abb. 15 
Abb. 14. An langen bis schr langen geraden Lufthyphen kurzgestielte Wirtel. gegenstiindig oder ein- 
zeln, Enden der Wirteliste umgebogen bis spiralig mit 1-2-Windungen (11/47). — Abb.15. An mittel- 
langen bis langen, geraden, sich auflésenden Lufthyphen Wirtel aus kurzen, geraden Asten (II1/22) 
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Abb. 16 


Abb. 16. An langen, geraden Lufthyphen Spiralen mit 5-8-Windungen, rechtsdrehend, zum Teil zu 
3-10 in kurzgestielten Biischeln ([X/4). — Abb.17. An langen, geraden Lufthyphen Spiralen mit 


5-8-Windungen, rechtsdrehend, einzeln oder zu zweit abgehend, meist sehr kompakt (IX/4) 


Abb. 18 : Abb. 19 
Abb.18. An langen, geraden, ziemlich wirr durcheinander liegenden Lufthyphen mittellange Aste, 
Enden umgebogen bis spiralig, 2-5-(8)-Windungen, rechtsdrehend, meist sehr offen (VI/75) 
Abb.19. Mittelhohe, biischelf6rmige Biumchen mit kurzgestielten Spiralen, rechtsdrehend, ziemlich 
offen (VII/75) 


Abb. 20 : Abb. 21 
Abb.20. Am mittellangen Luftmycel (ziemlich wirr durcheinander) Spiralen mit 3-5-8-Windungen 
(V1/77). — Abb. 21. Am kurzen bis mittellangen Luftmycel (ziemlich wirr durcheinander) 


traubenformig meist sehr kompakte Spiralen mit 2-5-Windungen, rechtsdrehend (V1I/77) 
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sekundaren Wirteln (Biverticillus und Biverticillus-spira). EvTLINGER et al. (1958 b) 
glauben, daf es strenggenommen keine Monoverticillaten gibt; sie fanden stets auch 
sekundare Quirle, wenn iiberhaupt primare vorlagen. 

Wir fanden in unserem Material lediglich 2 Staémme, die wir als 
Wirtelbildner bezeichnen méchten (Abb. 14, 15). Der in Abb. 15 abgebil- 
dete Stamm weist gewisse Ahnlichkeit mit S. netropsis auf (siehe bei 
Duaaar et al. 1954, Abb.11), der in Abb.16 dargestellte Stamm mit 
S. cinnamonensis (ebenda, Abb.12) und dem Stamm H-4278 aus der 
S. hachijoensis-Gruppe bei Yamacucut u. Sapurr (1955, dort Abb. 2). 


Neben diesen beiden von uns als typische Wirtelbildner angesehenen 
Stémmen wurden noch zahlreiche Stémme gefunden, bei denen die an 
langen Lufthyphen (einzeln) seitenstaéndigen Aste sich nochmals ver- 
zweigen, wobei diese sekundaren Aste oft so dicht voneinander abgehen, 
da der Eindruck eines seitenstaéndigen Wirtels oder Biischels entsteht. 
Typische Ausbildungen dieser Art zeigen die Abb.8, 9 und 16. 


Die Ubereinstimmung der Stémme einer Untergruppe in ihrer Mor- 
phologie war meist sehr gut. Es wurden nur 5 Untergruppen gefunden, 
von denen ein Teil der Stamme Spiralen aufweist, der andere Teil nicht. 
Ein Beispiel ist S. phaeochromogenes, von dem 25 Staémme beurteilt 
wurden: 20 Stémme ohne Spiralen (Abb.6), 5 Stémme mit Spiralen 
(Abb.7 und 8). Auch in der Form der Spiralen stimmten die zu einer 
Untergruppe zusammengestellten Staémme gut iiberein. Nur in 2 Fallen 
(V1I/77, [X/4) wurden bei den verschiedenen Stémmen kompakte und 
nichtkompakte Spiralen festgestellt (Abb.16, 17 und 20, 21) und in 2 
anderen Fallen (V/2, VII/22) linksdrehende und rechtsdrehende Spi- 
ralen. Die betreffenden Stémme waren sich aber in den anderen Merk- 
malen, unter anderem auch in der Sporenform — soweit festgestellt —, 
so ahnlich, da die Untergruppen nicht geteilt werden sollten. 

Die Meinungsverschiedenheiten tiber den Wert der Drehungsrichtung 
der Spiralen fiir die Charakterisierung scheinen noch nicht behoben zu sein. 
So wird von zahlreichen Autoren die Drehungsrichtung der Spiralen mit 
zur Charakterisierung herangezogen: WAKSMAN (1919a), DrecusLER 
(1919), WoLLENWEBER (1921), JENSEN (1931), KRaAssILNIKov (1949), 
Srapp (1953). Spaiter halt Waxsman (1957) die Drehungsrichtung fiir 
weniger charakteristisch, da sie auch von der Zusammensetzung des 
Mediums abhangig sein soll. Errtmyaer et al. (1958b) lehnen dieses 
Merkmal ganz ab, da sie trotz griindlicher Untersuchungen keine Regel- 
maBigkeiten im Drehen feststellen konnten. Wir fanden, daB die Dre- 
hungsrichtung — von den angegebenen Ausnahmen abgesehen — inner- 
halb einer Untergruppe konstant ist; wir betrachten sie deshalb als 
brauchbares Charakterisierungsmerkmal. Von den insgesamt 382 Unter- 
gruppen wiesen 203 keine Spiralen auf, 153 bildeten linksdrehende und 
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26 rechtsdrehende Spiralen. Eine stirkere Verbreitung linksdrehender 
als rechtsdrehender Spiralen war auch von DRECHSLER (1919) und 
Stapp (1953) festgestellt worden. 


2. Morphologie der Sporen im Elektronenmikroskop 


Die ersten Untersuchungen an Streptomycetensporen mit dem Elek- 
tronenmikroskop stammen von Kriss et al. (1945), CarvasaL (1946, 
1947) und BriIncMANN (1951) und beschaftigen sich vornehmlich mit der 
Art der Sporenbildung; da sie nur mit wenigen Stémmen ausgefiihrt 
wurden, deren Sporen sich auBerdem morphologisch wenig unter- 
schieden, trat die Bedeutung der Sporenform bzw. Sporenoberflache fiir 
die Charakterisierung nicht zutage. Erst die Untersuchungen von Fiat 
(1952), Fuate et al. (1952, 1955) sowie Ktsrmr (1953) am hiesigen Institut 
mit einer groBeren Anzahl von Streptomyceten-Stéimmen zeigten die 
Unterschiede in der Sporenmorphologie. Folgende 6 verschiedene Sporen- 
formen wurden dort bei 500 Stémmen unterschieden: 1. Sporen mit 
glatter Oberflaiche, a) langoval, b) rund, c) rechteckig. 2. Sporen mit 
rauher Oberflache (mehr oder weniger oval bis zylindrisch), a) stachlig, 
b) haarig, c) warzig. Zahlreiche andere Autoren konnten die hier ge- 
machten Beobachtungen an ihren Stéammen bestatigen (BaLpAcct u. 
Gren 1955, Gren 1955, EnGHUSEN 1955, VERNON 1955, BaLpacct et 
al. 1957, ETTLinGEr et al. 1958a, b); weitere Sporenformen bzw. Sporen- 
oberflachen wurden bis jetzt nicht gefunden. 

Infolge der Variabilitat der Sporenformen selbst innerhalb einer 
Sporenkette tritt diese gegentiber der Beschaffenheit der Sporenober- 
flache als Charakterisierungsmerkmal zurtick. Demzufolge wurde bei dem 
hier zur Auswertung vorliegenden Material auf eine Unterteilung der 
glattwandigen Sporen verzichtet. Es wurden somit nur die 4 Formen 
unterschieden: glatt, stachlig, haarig, warzig. In Tab.3 sind die Ergeb- 
nisse zusammengestellt. Insgesamt wurden im Elektronenmikroskop die 
Sporen von 585 Stémmen, die 175 verschiedenen Untergruppen ange- 
horen, beurteilt. 

Von den zu diesen 175 Untergruppen gehérenden Stammen wurde oft nur ein 
Teil im Elektronenmikroskop untersucht; dabei wurde in der Regel von den 
Untergruppen, in denen zunachst stachlige, haarige oder warzige Sporen festgestellt 
worden waren, eine gréBere Anzahl von Stémmen — oft alle — beurteilt, von den 
Untergruppen, bei denen zunachst glattwandige Sporen gefunden wurden, nur 
wenige oder keine weiteren Vertreter untersucht. 

Bei einem Vergleich zwischen Sporenform und Gruppenzugehorigkeit 
fallt auf, daB alle blausporigen Stémme (Gruppe IX) — wie auch bei 
Erriincer et al. (1958a,b) — stachlige Sporen aufweisen. Von den 4 Unter- 
gruppen der Gruppe X (Luftmycel griin) weisen 3 stachlige bzw. haarige 
Sporen auf. Sie stimmen in dieser Beziehung (und in einigen anderen, 
jedoch nicht allen Merkmalen) mit den 3 bei ErrLincER et al. 1958b 
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beschriebenen griinsporigen Arten S. hirsutus, S. prasinus und S. prasino- 
pilosus iiberein. Soweit festgestellt, weisen — wiederum ebenso wie bei 
Err.inceEr et al., 1958a, b — unsere Stimme mit gelbgrauem (griseus) 
und rosa bis graurosafarbenem Luftmycel, welch letztere Farben etwa der 
Farbgruppe cinnamoneus von ErriincER et al. entsprechen, Sporen mit 
glatter Oberfliche auf (bis auf eine Ausnahme mit schwach warziger 
Sporenoberfliche). — Die von Erriincer et al. (1958a, b) festgestellte 
Korrelation: Sporen stachlig oder haarig — Sporenketten in Spiralen, 
trifft fiir 31 unserer 36 Untergruppen mit stachligen oder haarigen 
Sporen zu; in den anderen Fallen waren die Sporophoren nur gewellt. 


Tabelle 3. Anzahl der Stéimme und Untergruppen mit bekannter Sporenform und 
deren Verteilung auf die einzelnen Hauptgruppen 
Gr. = Gruppe; U.-Gr. = Untergruppe; EM = Elektronenmikroskop; 


St. = Stamm 
U.-Gr. me : Z 
m. Ee glatt stachlig haarig warzig 
be- 3 
CO Bi pokes 4 Macy be , 
8 Sp. | 28 lu.-er.| st. [v.-Gr.| st. }U.-Gr.| st. [U.-Gr.| st. 
a form p PURE Sea PN Hoe eee |e SO PRET) ORIENT Re Spee 
1 Bye a sy 17} 93 17} 938] — — — es die ck ek ed a ee ee i — — — 
Tri196 | 4S tal ar Oi COAT Pee De pen eer eee 
JM) | Awe yi 1435 |9 13) 238 | _ —|—- 1 y 
IV} 113} 25]; 16] 35] 11) 22) — 3 5 2 8 
Vi156 122 12} 28 8 13 2 13 1 1 1 1 
VI| 441] 78) 34]130] 28 | 104 5 25 1 1 — 
VIT| 4382} 82] 48] 161 32:1 85 8 28 6 | 45 2 3 
VD RP Sos ali | egean 8; 18 3 3] — — — — 
XS 2 4 4} 25| — _— 4 25] — — — — 
Se ee 4. 4 10 i ire 2 8 1 1 — — 
~—— [iss6| 382 | 175 | 585 | 133 | 416] 24 | 102] 12 | 53] 6 | 14 | 102] 12 | 53 | 6 | 14 


Soweit mehrere Stimme einer Untergruppe auf ihre Sporenmorpho- 
logie gepriift wurden, stimmten sie — von 3 Ausnahmen abgesehen — 
in dieser Beziehung vollkommen iiberein. Die Brauchbarkeit der Sporen- 
morphologie als Artmerkmal, als das sie erstmalig von ETtLincEr et al. 
(1958 a, b) in konsequenter Weise herangezogen wurde, kommt also auch 
in unseren Ergebnissen zum Ausdruck. 


3. Erscheinungsbild auf verschiedenen Medien 
Ks gibt wohl keine andere Mikroorganismengattung, deren Arten sich 
durch solch eine Unterschiedlichkeit des Erscheinungsbildes auf festen 
und fliissigen Medien, namentlich der Farbung, auszeichnen, wie die 
Gattung Streptomyces. Es ist deshalb nicht iiberraschend, daB fast alle 
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Autoren Farbmerkmale zur Charakterisierung und auch Einteilung 
ihrer Kulturen verwendeten, sei es die Farbe des Luftmycels, des Sub- 
stratmycels oder des Pigmentes. 

Auch bei der Charakterisierung unserer Stimme spielt das Erschei- 
nungsbild auf verschiedenen Medien eine groBe Rolle. Dabei erfiillte 
dieses — natiirlich innerhalb einer gewissen Schwankungsbreite — die 
oben verlangte Forderung nach Gleichartigkeit bei ein und demselben 
Stamm als auch bei den einzelnen Staémmen einer Untergruppe. In 
welcher Weise die einzelnen Merkmale (Wachstum, Luftmycelbildung, 
Farbe des Luft- und Substratmycels sowie des Pigmentes) beurteilt 
wurden, ist bereits oben beschrieben worden. Hier seien noch einige 
Bemerkungen zu den einzelnen Medien angegeben: 


Haferflockenagar: Dieser Nahrboden wurde bereits von Kiavuss (1940) zur 
Charakterisierung von Streptomyceten benutzt. Spaiter wurde Haferflockenagar — 
zum Teil allerdings mit 65,0 g Haferflocken pro Liter — von CarvasaL (1946), 
HEssELTINE et al. (1954), Haynss et al. (1955), Frommer (1956) und Pripuam et al. 
(1957) verwendet. 


Schon bei den ersten Untersuchungen an Streptomyceten im hiesigen Institut 
(Fiaie 1952, Fuaie et al. 1952a) zeigte sich, daB diese Organismen auf Hafer- 
flockenagar bei nicht sehr ippigem Wachstum ein gut ausgebildetes, charakteristisch 
gefarbtes Luftmycel bildeten. Diese Beobachtung, die bei diesen Untersuchungen 
bestatigt wurde, veranlaBte uns, den Haferflockenagar als Standardmedium zu 
benutzen. So diente dieser Nahrboden zur Gewinnung von Impfmaterial fiir alle 
anderen Medien und Teste sowie zur Aufbewahrung unserer Staémme bei 4°C. 
Besonders in letzterer Hinsicht erwies sich dieser Nahrboden, eben wegen der 
guten Luftmycelbildung, als sehr giinstig. Bei Uberimpfungen im Abstand von 
etwa 9 Monaten — bei guter Versporung wuchsen auch noch 11/, Jahre alte Kulturen 
an — war nur ein sehr geringer Verlust an Stammen zu verzeichnen. Auch in 
neueren Versuchen, bei denen Haferflockenagar mit anderen Medien in bezug auf 
seine Eignung zur Aufbewahrung von Kulturen verglichen wurde, erwies sich dieser 
Nahrboden als sehr giinstig (BaLpacct et al. 1959). Das auf diesen Medien charak- 
teristische Erscheinungsbild benutzen wir zur ersten Einteilung des gesamten 
Materials in Hauptgruppen (FLaic u. KuTZNER 1954). 


Es mag sein, daB unsere guten Erfahrungen mit dem Haferflockenagar zum Teil 
darauf beruhen, da die meisten unserer Stémme mit einem Nahrboden isoliert 
wurden, in dem Starke als Kohlenstoffquelle diente (siehe folgende Mitteilung). 
Nach miindlicher Mitteilung verschiedener Autoren bewahrte sich bei diesen der 
Haferflockenagar nicht in diesem Mafe; in diesen Fallen waren die Stémme mit 
Glycerin-Glykoll- bzw. Kartoffelagar isoliert und lange Zeit auf diesen Medien 
gehalten worden. Wenn wir auch feststellen konnten, da die von Stapp (1953) mit 
Glycerin-Na-Asparaginat-Agar isolierten und jahrelang auf diesem Medium gehalte- 
nen Stamme auch auf Haferflockenagar gut gediehen und Luftmycel bildeten, so 
ist ohne Zweifel unser Standardmedium nicht gleich gut fiir alle Streptomyceten. 


Glycerin-Glykokoll-Agar: Das Rezept dieses Nahrbodens geht urspriinglich 
auf v. PLoruo (1948) zuriick, jedoch erhéhten wir die uns gering erscheinende 
Menge an Glykokoll von 0,05 auf 0,2°/, (FLatc et al. 1952b). — Ein sehr ahnlich 
zusammengesetztes Medium mit 0,25°/, Glykokoll benutzte LrivpEnBEIN (1952) zur 
Isolierung, Aufbewahrung und zur Gewinnung von Impfmaterial. Das vegetative 
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Wachstum war auf diesem Nahrboden iippiger als auf Haferflockenagar, die Luft- 
mycelbildung dagegen in vielen Fallen geringer. Die Farben des Luftmycels, 
Substratmycels und Pigmentes entsprachen im allgemeinen denen auf Haferflocken- 
agar, zum Teil waren die Farbténe intensiver, zum Teil schwacher als auf letzterem. 


Auer zur Charakterisierung unserer Stémme verwendeten wir Glycerin- 
Glykokoll-Agar zur Isolierung von etwa 150 Stammen, zur Priifung unserer 
Staémme auf antibiotische Eigenschaften und auch — neben dem Haferflockenagar — 
zur Aufbewahrung der Stamme. 


Glycerin-KNO,-Agar: Das Rezept dieses Nahrbodens geht ebenfalls auf 
v. Proruo (1948) zuriick. Vom Glycerin-Glykokoll-Agar unterscheidet sich dieses 
Medium in der Stickstoffquelle und im C/N-Verhaltnis, das hier wesentlich enger ist 
(5,6:1; Glyc.-Gly.-Agar: 21:1). — In der Zusammensetzung ist dieser Nahrboden 
etwa vergleichbar mit dem Glycerin-NaNO,-Agar, dem sogenannten ,,synthetischen 
Medium‘ von LinDENBEIN (1952), das sich von Czapekagar herleitet und Glycerin 
an Stelle von Saccharose enthalt; dieses Medium weist allerdings ein wesentlich 
weiteres C/N-Verhaltnis auf, nimlich 30:1. Wir benutzten Glycerin-KNO,-Agar 
lediglich zur Charakterisierung unserer Stémme. Wohl hauptsachlich infolge des 
engen C/N-Verhaltnisses war die Luftmycelbildung meist sehr sparlich. Bei manchen 
Untergruppen wurde auch nur sehr schwaches Wachstum festgestellt, das zuweilen 
als Unterscheidungsmerkmal gegeniiber benachbarten Untergruppen herangezogen 
wurde. 


Glucose-Pepton-Agar: Auf Medien mit Proteinstickstoff bildet ein groBer 
Teil der Streptomyceten ein dunkelbraunes Pigment. Stémme mit der Fahigkeit, 
ein solches Pigment zu bilden, bezeichnet man im allgemeinen als ,,chromogen™, 
den braunen Farbstoff, dessen Bildung oft als Tyrosinasewirkung angesehen wird, 
als melanoides Pigment. — Die von verschiedenen Autoren zur Feststellung der 
Chromogenitaét benutzten Medien sind recht unterschiedlich; neben Pepton ent- 
halten sie ein oder mehrere weitere Bestandteile in wechselnder Menge, z. B. Glucose, 
Fleischextrakt, Hefeextrakt, NaCl. Vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen 
Medien fiihrten wir nicht durch, so daf wir nicht sagen kénnen, ob ein anderes 
Medium besser zur Feststellung der Chromogenitit geeignet gewesen wire als das 
unsrige. Neuerdings schlagen ErrLincEr et al. (1958b) ein Medium vor, das még- 
licherweise eine eindeutigere Unterscheidung zwischen ,,chromogen‘‘ und ,,nicht- 
chromogen“ erméglicht. 

Nur in Einzelfillen erwiesen sich das spiirliche Wachstum und die Farbe des 
Substratmycels als charakteristisch und wurden dann besonders vermerkt. 


Glycerin-Glykokoll- und Glycerin-Glutaminsaiure-Nahrlésung: Die 
Verwendung der beiden Nahrlésungen zur Charakterisierung unserer Stimme ging 
auf die von Frate et al. (1952a) gemachte Feststellung von Zusammenhangen 
zwischen der Braunfiirbung verschiedener Nihrmedien und der Morphologie der 
Sporen zuriick. Wenn auch bei dem hier untersuchten Material diese Ubereinstim- 
mung zwischen physiologischem Verhalten und Sporenform nicht bestatigt werden 
konnte, so wurden doch einige interessante Falle beziiglich der Kombination der 
Bildung von braunem Pigment auf diesen Nahrlésungen und dem verwendeten 
Peptonnahrboden gefunden, die fiir die Untersuchung der Physiologie der Melanin- 
bildung geeignet sind (KiisrER 1958). Das Wachstum war im allgemeinen auf beiden 
Nahrlésungen gut, die Luftmycelbildung von Untergruppe zu Untergruppe und 
auch zuweilen von Lésung zu Lésung verschieden; jedoch erwies sich keine der 
beiden Lésungen im Durchschnitt weder fiir das Wachstum noch fiir die Luftmycel- 
bildung giinstiger als die andere. Das Pigment war Auferst verschiedenartig, 
praktisch kamen alle Farben des sichtbaren Spektrums vor. 
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Kartoffelscheibe: Dieses natiirliche Substrat gehort mit zu den Altesten zur 
Charakterisierung von Streptomyceten verwendeten Nahrbéden. Es liegt der 
Gedanke nahe, dafi die hier ausgebildeten Merkmale gréSeren Schwankungen 
unterworfen sind, da die Zusammensetzung der Kartoffelknollen je nach Sorte, 
Diingung und Jahrgang recht unterschiedlich sein kann. DaB der EinfluB der 
Kartoffelsorte und der Herkunft (bei gleicher Sorte) nicht sehr groB ist, zeigten 
Untersuchungen von Grern u. Kiser (1955) mit besonders hinsichtlich ihrer 
Pigmentbildung auffallenden Stémmen. — Wir verwendeten bei unseren Versuchen 
Kartoffeln der Sorte Augusta, Ernte 1953. 

Das Wachstum war auf Kartoffelscheibe im allgemeinen gut. Nur die Stamme 
einiger Untergruppen zeigten — mehrfach wiederholt — kein Wachstum. Die Farbe 
des Substratmycels war nur in wenigen Fallen fiir die Untergruppe charakteristisch. 
Die Luftmycelbildung war sehr unterschiedlich, die Farbe entsprach im allgemeinen 
der auf Haferflocken- und Glycerin-Glykokoll-Agar beobachteten. AuBer einer mehr 
oder weniger starken Schwarzfarbung der Kartoffelscheibe, die meist mit der 
Chromogenitat auf Glucose-Pepton-Agar parallel ging, wurde blauliches, blaues 
oder rétliches bis violettes Pigment beobachtet. Bei verschiedenen Untergruppen 
wurde entlang des Impfstriches eine Aufhellung der Kartoffelscheibe beobachtet. 


4. Phystologische Reaktionen 


Von den zahlreichen zur Charakterisierung von Streptomyceten ver- 
wendeten physiologischen Reaktionen fiihrten wir nur drei, und auch 
diese nur mit einer begrenzten Anzahl von Stammen, aus: Gelatinestich, 
Amylasetest, Kultur auf Lackmusmilch. Der Grund hierfiir war, da8 wir 
einmal schon an Hand der anderen Merkmale feststellen konnten, welche 
Stamme als gleich oder sehr ahnlich in eine Untergruppe zu stellen waren, 
zum anderen die anderen Merkmale als ,,bedeutsamer‘‘ ansahen, so da 
wir einer méglicherweise vorhandenen Unterschiedlichkeit von Stammen 
einer Untergruppe in diesen physiologischen Reaktionen weniger Bedeu- 
tung beimaBen. Es sei aber ausdriicklich gesagt, daB — soweit gepriift — 
die Ubereinstimmung der Staémme einer Untergruppe in diesen physio- 
logischen Reaktionen meist ebensogut war wie in der Morphologie oder 
dem Erscheinungsbild auf den verschiedenen Medien. 

Gelatinestich: Proteolytische Fermente sind bei Streptomyceten weit ver- 
breitet. So fanden WAxksMAN u. Curtis (1916) bei allen 100 gepriiften Stammen 
eine Verfliissigung der Gelatine, die allerdings mit unterschiedlicher Geschwindigkeit 
verlief. Bei WAKSMAN (1919) verfliissigten 33 von 35 Stammen die Gelatine mehr 
oder weniger schnell; dabei zeigten einzelne Staémme bei der dreimaligen Wieder- 
holung des Testes recht unterschiedliches Verhalten. SrruTz (1952) stellte bei 27 
der 51 Stémme eine Verfliissigung fest, DeNECKE (1953) dagegen bei keinem der 
gepriiften 22 Stémme. Unter den 477 Stammen von Stapp (1953) war nur einer, 
der Gelatine nicht verfliissigte. — Die vorliegenden Ergebnisse sind also recht 
unterschiedlich, was sicher auch mit darin begriindet sein mag, dafs unterschiedliche 
Nahrbéden benutzt, die Kultivierung bei verschiedenen Bebriitungstemperaturen 
durchgefiihrt und schlieBlich diese nach verschieden langer Zeit abgebrochen 
wurde. — Vonden von uns gepriiften 210 Stammen verfliissigten lediglich 4 Stamme 
(bis zum 31. Tag) die Gelatine nicht, die anderen mehr oder weniger schnell. 


Amylasetest: In allen Untersuchungen iiber Amylasebildung bei Streptomyce- 
ten konnte eine weite Verbreitung dieses Fermentes bei diesen Mikroorganismen 
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festgestellt werden (KRAINSKY 1914, Waxsman 1919, Limske 1921, PRIDHAM u- 
Gortiies 1948, Strutz 1952, Srapp 1953, Ren 1953/54). Die gute Verwertbarkeit 
der Starke kommt ja auch in der Brauchbarkeit starkehaltiger Nahrbéden zum 
Ausdruck. — Die Breite der bei den gepriiften Stammen festgestellten Zonen, in 
denen die Starke hydrolysiert worden war, war bei den einzelnen Untergruppen sehr 
unterschiedlich (von 0—18 mm breit), innerhalb einer Untergruppe jedoch nur 
selten gréBeren Schwankungen unterworfen. 


Lackmusmilch: Bei der Kultur von Streptomyceten auf diesem Substrat 
kann Peptonisation und Koagulation in verschieden starkem Ausma8 und verschie- 
dener Kombination beobachtet werden. So berichtet Stapp (1953) itber 477 Strep- 
tomyces-Stamme folgendes: 421 zeigten zuerst Koagulation, dann Peptonisation; 
18 zeigten Koagulation ohne Peptonisation und 19 Peptonisation ohne vorherige 
Koagulation. Von den 51 von Srrutz (1952) untersuchten Stammen peptonisierten 
40 die Milch, 3 koagulierten sie, wahrend 8 sie unverandert lieBen. — Wir unter- 
suchten 615 Stémme, die 206 Untergruppen angehéren, mit folgendem Ergebnis: 
bei 123 Untergruppen wurde nur Peptonisation bzw. nur geringe Koagulation mit 
folgender Peptonisation beobachtet, 46 zeigten maBige bis starke Koagulation mit 
folgender-Peptonisation, 16 starke Koagulation mit nur sehr geringer Peptonisation, 
und bei 21 Untergruppen blieb die Milch — abgesehen von Verfarbung (blaulich, 
braungrau) — unverandert. 


5. Antibiotische EHigenschaften 


Die Kennzeichnung von bestimmten Arten durch antibiotische Eigen- 
schaften ist insofern problematisch, als einmal ein bestimmtes Antibio- 
ticum sowohl von verschiedenen Arten als auch nur von einzelnen 
Staémmen einer Art gebildet werden kann, zum anderen ein und derselbe 
Stamm verschiedene Antibiotica produzieren kann, so daB einerseits ein 
identifiziertes Antibioticum kein Beweis fiir die Identitat des betreffenden 
Stammes mit dem Produzenten des bereits bekannten Antibioticums ist, 
und andererseits trotz fehlender Antibioticabildung ein Stamm zu einer 
bereits beschriebenen, Antibiotica-bildenden Art gehéren kann. — Umso 
interessanter erschien es, bei dem vorliegenden Material zu untersuchen, 
wieweit Staémme, die in ihren morphologischen und kulturellen Eigen- 
schaften sehr ahnlich sind, auch in ihren antibiotischen Fahigkeiten 
ubereinstimmen. Dabei war es natiirlich nicht méglich, die Stoffwechsel- 
produkte einer Untergruppe auf Identitit zu iiberpriifen, sondern es 
konnte nur festgestellt werden, wieweit sich die einzelnen Stiimme gegen 
verschiedene Testorganismen als antibiotisch wirksam erwiesen und in 
ihrem antibiotischen Spektrum tibereinstimmten. Dabei war es ganz 
liberraschend, wie ahnlich die Stiimme einer Untergruppe auch in dieser 
Beziehung waren. Tab. 4 zeigt eine Beispielseite der 30 Antibiose-Tabellen 
der Originalarbeit. Zahlreiche weitere Fille konnten angegeben werden, 
in denen die Stiémme einer Untergruppe — selbst wenn sie aus ganz 
verschiedenen Béden isoliert worden waren — eine weitgehende Uberein- 
stimmung in ihren antibiotischen Eigenschaften aufwiesen. 

Wir halten deshalb, zumindest bei frisch isolierten Stémmen, das 
antibiotische Spektrum fiir charakteristisch und mit dazu geeignet, 
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Tabelle 4. Die antibiotischen Spektren der ersten 8 Untergruppen der Gruppe I 
Vorkultur der Streptomyceten auf Glucose-Pepton-Agar (P) und Glycerin-Gly- 
kokoll-Agar (Gl); die Zahlen geben den Radius der Hemmzonen an; senkrechter 
Balken: klare, scharf abgegrenzte Hemmzone; ausgefiillte Ecken: Zone nur innen 
klar, allmahlicher Ubergang zu normalem Wachstum; waagerechter Balken: sehr 
schwache Hemmung; bei 2 deutlich voneinander abgesetzten Hemmzonen: innere 
klar (s), AuBere diffus (sd); W = Wallbildung. (Signaturen nach WALLHAUSsER 1951, 

und OpPERMANN 1951) 
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abnliche Stémme als solche erkennen zu kénnen. Dabei ist es nicht aus- 
geschlossen, daB die gute Ubereinstimmung mit darauf zurickzufihren 
st, daB unser Material aus einem geographisch begrenzten Raum stammt. 

Auch bei unseren Untersuchungen zeigte es sich, daB antibiotische 
Eigenschaften bei Streptomyceten weit verbreitet sind. In Abb. 22 sind 
die Ergebnisse graphisch dargestellt. 
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Abb. 22. Prozentsatz der gegen verschiedene Testorganismen antibiotisch wirksamen Untergruppen. 


1 Radius der Hemmzone 0,5—2,0 mm 

2 Radius der Hemmzone 2,5—4,0 mm bei mittleren und schwachen Hemmzonen wurde nur 
3 Radius der Hemmzone 4,5—8,0 mm die Hilfte, bzw. ein Drittel des Radius gewertet. 

4 Radius der Hemmzone 8,0 mm 


a auf beiden Naihrbéden Antibioticabildung; b nur auf einem der beiden Nahrbéden 
Antibioticabildung 


Die bekannte Tatsache, daB Gram-negative Bakterien resistenter gegen Anti- 
biotica sind als Gram-positive, wurde auch hier bestatigt; Myc. spec. wies etwa die 
gleiche Empfindlichkeit auf wie Bac. subt., wahrend Asp. flavus sich als wenig 
empfindlich erwies. Bei Azot. chrooc. fallt auf, da nahezu gleichviele Untergruppen 
eine starke Hemmung hervorriefen wie eine schwache, wahrend bei den anderen 
Testorganismen erwartungsgemiB gréere Hemmzonen weniger oft gefunden 
wurden als kleine. Ferner geht aus Abb.22 hervor, daf ein betrachtlicher Teil der 
Untergruppen nur auf einem der beiden Nahrbéden antibiotische Wirksamkeit 
zeigt, woraus hervorgeht, dafi das Ergebnis eines antibiotischen Testes zum Teil von 
dem verwendeten Nahrboden abhinegt. 

Die von uns festgestellte Verbreitung antibiotischer Eigenschaften stimmt recht 
gut mit den Ergebnissen anderer Autoren iiberein, die eine gréBere Anzahl von 
Staémmen testeten: WAKSMAN et al. (1942), LANDERKIN et al. (1950), Rovarr et al. 
(1951), Srrurz (1952), Srapp (1953), Reum (1953/54), CRaveERt et al. (1957). 


IV. Aufstellung der Grundeinheiten 
Ks wurde bereits oben erwahnt, daB die sich bei der Charakterisierung 
als gleich oder sehr ahnlich erweisenden Stémme zu Einheiten zusammen- 
gestellt wurden, denen wir den neutralen Namen Untergruppe gaben. 
Dadurch, daB& wir bei der Bildung der Untergruppen nur eine geringe 
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Schwankungsbreite in Rechnung zogen, erhielten wir zahlreiche Unter- 
gruppen mit nur ein oder zwei Stémmen (Tab.5). Wir nahmen dies 
jedoch in Kauf, um sicher zu sein, daB die Stémme einer Untergruppe in 
systematischem Sinne wirklich als identisch angesehen werden kénnen. 
Auf keinen, Fall fanden wir es statthaft, nur einmal gefundene Staémme 
groBziigig zu ihnen wohl ahnlichen, aber in charakteristischen Merk- 
malen doch verschiedenen Untergruppen zu stellen. Nur bei 3 Unter- 
gruppen wurde unser Prinzip durchbrochen, und zwar handelt es sich in 
diesen Fallen um Einheiten, deren Stémme wohl eine gewisse Ahnlichkeit 
haben, dabei aber das entbehren, was die Stiimme der anderen Unter- 
gruppen aufweisen: ein sie alle gemeinsam auszeichnendes auffallendes 
Merkmal, das sie von den anderen Untergruppen unterscheidet. 


Tabelle 5. Anzahl der Untergruppen mit einer bestimmten Anzahl von Stimmen 


Anzahl der 

Stamme LTS On 6 277 88a) OO e138 aS 
Anzahl der 

U.-Gr. 161) 67 | 35:| 20.148) 9) °7)°8:!—6)] 849} 3) 2).2:) 2 
Anzahl der 

Stamme /|17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 26 | 27 | 30 | 32 | 33 | 37 | 39 | 50 | 62 | 97 
Anzahl der 

Wi Gramineae tate On coal Sale Ln Culm: Wedel 2s 


1 Je eine ,,Sammeluntergruppe‘, siehe Text. 


Manche von uns als trennend beriicksichtigten Unterschiede mégen gering er- 
scheinen, jedoch hielten wir die Durchfiihrung der Hinteilung in dieser Weise fiir 
zweckmaBiger als ein Zusammenstellen ahnlicher Stémme zu gréBeren Einheiten, 
fiir die nur sehr schwer eine fiir alle Stamme zutreffende Beschreibung gegeben wer- 
den kann. Zudem neigt man bei der Bearbeitung eines bestimmten Stammaterials, 
besonders wenn man die einzelnen Stémme recht haufig auf den verschiedenen 
Medien direkt vergleichen kann, immer dazu, auf kleinere Unterschiede Riicksicht 
zu nehmen, und man mift diesen zunachst viel gréBere Bedeutung zu als spater, 
wenn neue Isolierungen nach den Beschreibungen identifiziert werden sollen. 

Auch zahlreiche altere Autoren kamen bei der Bearbeitung ihres Materials in 
ahnlicher Weise zu einer so hohen Zahl ,,verschiedener“‘ Streptomyceten: WAKSMAN 
u. Curtis (1916) isolierten aus 7 Boden 100 Stamme, die 29 verschiedene ,,Arten“ 
reprasentieren. Conn (1917) isolierte 300 Stamme, die er in etwa 70 verschiedene 
Typen einteilte. Uber die hoch erscheinende Zahl unterschiedlicher Typen ist er 
keineswegs erstaunt; er glaubt, daB bei noch eingehenderer Suche vielleicht doppelt 
so viele Typen gefunden worden waren. WakKsMAN u. CurRTIS (1918) isolierten aus 
25 Boden 600 Stamme, die sich in 110 verschiedene aufteilen lieBen. Spater berichtet 
WaxsmMan (1919a) ttber Untersuchungen an 300 dieser 600 Stamme; 41 Arten 
werden beschrieben, wobei mehrmals auf den Gruppencharakter (,,species group“) 
der Arten hingewiesen wird. Mituarp u. Burr (1926) isolierten 23 Stamme, die sie 
als 20 verschiedene Arten beschreiben. JENSEN (1930) isolierte aus 56 Boden 90 
Stamme; 44 werden mit 10 ,,species groups‘ identifiziert, 6 Stamme als Act. 
fulvissimus beschrieben, der Rest blieb unbestimmt. 
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Es bleibt nun noch die Frage, in welchem Verhaltnis die von uns als 
Untergruppe bezeichnete Einheit zur Art steht. Eine Antwort ist heute 
sehr schwierig, da die Abgrenzung der Arten bei den Streptomyceten ein 
noch ungelostes Problem darstellt. Auf der einen Seite werden bei Prip- 
HAM et al. (1958) 381 Artnamen zusammengestellt, wobei die Berechti- 
gung aller Namen natiirlich offenbleibt. Andererseits wollen ETTLINGER 
et al. (1958a, b) nur 4 Merkmalgruppen (Morphologie der Sporen und des 
Luftmycels, Farbe des Luftmycels und Chromogenitat) als artdifferen- 
zierend gelten lassen und kommen zu einer Einteilung von 121 Samm- 
lungsstaémmen, und zahlreichen eigenen Isolierungen in 34 Arten. 

Wir sind keineswegs der Meinung, daB alle von uns unterschiedenen 
Untergruppen. selbstindige Arten darstellen. Als Art kénnte man eine 
Untergruppe eventuell dann bezeichnen, wenn sich das Merkmal, das sie 
jetzt gegen die ahnlichen Untergruppen abgrenzt, auch noch bei der 
Einordnung sehr zahlreicher — hunderter oder tausender — Isolierungen 
als charakteristisch erweist. Dabei werden sicher manche Untergruppen 
als selbstaéndige Hinheiten gestrichen werden kénnen. Im Gegensatz zu 
ErtLincer et al. (1958a, b) sind wir jedoch der Auffassung, da8B in be- 
stimmten Fallen auch Merkmale wie Substratmycel- und Pigmentfarbe 
sowie physiologische und antibiotische Eigenschaften als arttrennend 
Verwendung finden kénnen. 

Eine Identifizierung unserer Untergruppen mit beschriebenen Arten 
wurde nur anhand der uns zur Verfiigung stehenden, in Tab.2 auf- 
gefiihrten authentischen Kulturen durchgefiihrt, so daB sicher auBer den 
Untergruppen, denen wir auf Grund dieses direkten Vergleiches einen 
Namen geben konnten, noch weitere mit beschriebenen Arten identisch 
sind. — Wie aus Tab.2 hervorgeht, sind von den 95 H-Stammen 63 defi- 
nierte Arten, einige mehrfach erhalten; jedoch nicht nur die unter 
gleichem Namen erhaltenen Stémme konnten wir als identisch in eine 
Untergruppe stellen, auch folgende, unter verschiedenem Namen erhal- 
tene Staémme zeigten bei unseren Untersuchungen so geringe Unter- 
schiede, daf sie in eine Untergruppe gestellt wurden, (Tab.6). 

Zu folgenden Arten konnten unbekannte Isolierungen gestellt werden 


(Tab.7). 


Y. Aufstellung des Bestimmungsschliissels und Beschreibung 
der Untergruppen 

Nach der Zusammenstellung der Stéimme zu Untergruppen sollte 
anhand der festgestellten Merkmale ein Bestimmungsschliissel auf- 
gestellt werden, so daB eine Einordnung neuer Isolierungen vorgenommen 
werden kann. 

Von zahlreichen Autoren, die mit hunderten oder tausenden von 
Streptomyces-Stimmen gearbeitet haben, wurden Vorschliage zu 
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Hinteilungen in gréBere Gruppen gemacht, wobeiin erster Linie Farbmerk- 
male und morphologische Eigenschaften verwendet wurden. Auer den 
bereits in der Einleitung genannten Autoren soll hier noch WoLLEN- 
WEBER (1921) erwahnt werden, der schon damals auf die Brauchbarkeit 
der Farbe und Morphologie des Luftmycels als Einteilungsmerkmale 
hingewiesen hat. Dem Beispiel dieser anderen Autoren folgend, teilten 


Tabelle 6 
Unter verschiedenen Artnamen erhaltene Kulturen, die wir in eine Untergruppe stellten 


(die Namen sind aus Tab. 2 zu ersehen) 


U.-Gr. Nummern der zusammengestellten Arten 


1/21 | (Sammel-U.-Gr.) 17, 30, 32, 55, 56, 65, 66, 71, 73, 95 
1/24 | 1, 6, 16 
T/i2a| 14, 37 
II/i8 | (Sammel-U.-Gr.) 40, 69, 97, 116, 117, 118 
11/49 | 36, 109, 115 
VII/10 | 60, 61 
VII/13 | 25, 28, 38 
VII/79 | 4, 55, 77, 82—85, 87, 88 


Tabelle 7. Arten, mit denen unbekannte Isolierungen identifiziert werden konnten 


auth. | unbek. 
U.-Gr. Art Staimme| Isolierg. 


1/7 S. griseus (Streptomycin-bildend) 
J/14 | S. globisporus violaceus? 
1/24 | 8S. coelicolor Miller 
II/1 S. longisporus ruber 
II/49 | S. phaeochromogenes 
IV/1 S. flavogriseus u. flavovirens 
IV/4 S. globisporus flaveolus 
V/2 S. diastaticus 
VII/79 | S. violaceus-ruber 
Ix/1 S. cyaneus 
Ix/2 S. viridochromogenes 


1 jdentisch mit S. chrysomallus. 


PREP ORE NDE eRe DP 
bo 
or 


wir zunichst alle unsere Staémme in Gruppen ein, die wir im Gegensatz 
zu den besprochenen Untergruppen Hauptgruppen nennen. Als fiir diesen 
Zweck giinstigstes Merkmal sahen wir die Farbe des Luftmycels an 
(Fiaie u. Kurznur 1954). In Tab.8 sind die von uns und anderen Autoren 
unterschiedenen Luftmycelfarben so zusammengestellt, wie sie sich etwa 
entsprechen. 

Bei der groBen Zahl der weif-grausporigen Stamme hielten wir es fiir 
yorteilhaft, eine weitere Unterteilung nach der Farbe des Substratmycels 
und Pigmentes vorzunehmen. 
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Dabei wurde so vorgegangen, daB aus der groBen Masse diejenigen mit auffallen- 
den Farben auf Haferflockenagar (griin, braun, violett) herausgenommen wurden 
und der Rest dann in zwei Gruppen eingeteilt wurde, wobei die Konsistenz des 
Luftmycels (wollig, staubig) als Unterscheidungsmerkmal verwendet wurde. Zu 


Tabelle 8 


Die von anderen Autoren und uns unterschiedenen Luftmycelfarben bei Streptomyceten 


mS 


FLAIG u. KUTZNER 


HESSELT. et al. (1954) GAUZE et al. PRIDHAM et al. ETTLINGER et al. 
958 
(1954) KUT2NEr (1956) * (1957) (1958) (1958) 
rosa, hellrosa, rosa hellrosa,rosa,| rosa, rot, cinnamoneus 
rot, rosa bis lavendel (blaBkarmin bis 
lavendel graurosa fliederfarben |) lavendelgrau zimtbraun) 
bl azureus 
Hen au hellblaes base si (himmelblau) 
augriin, Sie ers . E 
ori pee griinblaulich seat gntesines 
(lauchgriin) 
gelb : ._ | gelb griseus 
; gelb, gelbgrau a1 ee ure (gelblich bis 
olivgrau, Nr ae oliv bis beige griinlichgrau) 
graubraun, 
grau, hellgrau grau grau, braungrau| cinereus 
schwarzgrau grau (aschgrau) 
wei wei wei wei niveus 
| (schneewei) 


* Siehe FuBnote Seite 105. 


Tabelle 9. Gruppeneinteilung der Gattung Streptomyces nach der Farbe von Luftmycel, 
Substratmycel und Pigment 


Gr. Luftmycel Substratmycel und Pigment 
I| gelb bis gelbgrau farblos, braunlich, rétlich, griinlich 
IL | hellrosa bis rosa farblos, orange, griinlich, braunlich bis dunkel- 
braun, rosarot bis dunkelrot 
IIL} graurosa farblos, orange, briiunlich bis dunkelbraun 
IV | hellgrau bis grau gelbgriin bis griin 
V| grau (staubig oder wollig) | braun 
VI wei bis grau (wollig) farblos, braunlich bis braun 
VIL} grau (staubig) farblos, griinlich/grau, braunlich/grau, 
orange/braunlich, rotviolett, blauviolett 
VIIT| hellgrau oder rosa violett 
IX! blau blau/purpur, blaulich/griin, braunlich 
X| griin farblos, griinlich, braunlich bis rosenholzfarben 


den grausporigen Stimmen mit violettem Substratmycel und Pigment wurden 
dann schlieBlich auch die rosasporigen Stéimme mit in gleicher Weise gefarbtem 
Substratmycel und Pigment gestellt. Auf diese Weise entstanden die in Tab.9 
angegebenen 10 Hauptgruppen. 
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Wenn sich diese Gruppierung der grausporigen Stamme bei der KHinteilung der 
vielen hundert frisch isolierten Stamme auch als vorteilhaft erwies, so erscheint sie 
uns heute doch recht unbefriedigend; es wire wahrscheinlich richtiger gewesen, alle 
grausporigen Stémme — vielleicht mit Ausnahme der Gruppe VIII — in eine 
Hauptgruppe zu stellen. Auf die Wiedergabe des in der Originalarbeit ausfiihrlicheren 
Schliissels zu den Hauptgruppen soll hier verzichtet werden. 

Die weitere Aufschliisselung innerhalb der Hauptgruppen wurde im 
wesentlichen nach dem in Tab.10 angegebenen Prinzip vorgenommen. 
Die Reihenfolge, in der die Merkmale bei der Aufschliisselung zur Ver- 
wendung kamen, entspricht somit weitgehend der Auffassung anderer 
Autoren, wie aus einer Zusammenstellung von KistEr (1959) ersehen 
werden kann. 


Tabelle 10. Gliederung des Bestimmungsschlissels fiir eine Gruppe 


Gruppe: Farbe des Luft- und Substratmycels und des Pigmentes 
A. Glucose-Pepton-Agar, Pigment: —/(-+) 


I. Luftmycel gerade bis gewellt, keine Spiralen 
a) antibiotisch aktiv 
b) antibiotisch inaktiv 
II. Luftmycel mit rechtsdrehenden Spiralen 
III. Luftmycel mit linksdrehenden Spiralen 


B. Glucose-Pepton-Agar, Pigment: +/+ -+ (weitere Aufschliisselung wie unter A) 


C. Glucose-Pepton-Agar, Pigment: +-+(-+)/+-+-+ (weitere Aufschliisselung wie 
unter A) 


Der Bestimmungsschliissel fiihrt nur bis zu einer kleineren Anzahl 
von Untergruppen, deren Unterscheidungsmerkmale in der Original- 
arbeit dann ohne weitere Aufschliisselung aufgefiihrt werden bzw. aus 
den Tabellen (siehe unten) zu ersehen sind. 

Zur Verwendung der antibiotischen Eigenschaften als Unterscheidungsmerkmal 
soll bemerkt werden, daf diese zur Differenzierung nur herangezogen werden 
konnen, wenn die antibiotischen Spektren sehr charakteristisch sind. In unserem 
Falle wurden bei der Aufschliisselung unter ,,antibiotisch aktiv“ die Untergruppen 
zusammengefakt, die eine auffallende Wirksamkeit gegen mindestens einen der 
Testorganismen aufwiesen. 

Die Beschreibung der Untergruppen wurde in der Weise vorgenommen, 
daB die festgestellten Merkmale in Tabellen nebeneinander aufgefiihrt 
wurden. Tab.11 zeigt eine Beispielseite, die im Original bunte Farb- 
scheibchen tragen, wodurch ganz besonders ein schneller Vergleich zweier 
Untergruppen vorgenommen werden kann. Diese Darstellungsweise 
erlaubte es auch, die dichotome Aufschliisselung nicht bis zur Unter- 


gruppe durchfiihren zu miissen. 
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Tabelle 11. Beispielseite der in der Dissertation angegebenen 30 Farbtabellen 


Haferfl.-Ag. Glyc.-Glyk.-Ag. Glyc.-KNO,-Ag. Kartoffelscheibe 
SM Pigm LM SM Pigm| LM SM Pigm LM SM Pigm 


++/+4+(+) ++(+) - ; +( +4/+4+4+] +44 
a/ca1 ca 2/ea 3 c cal 


+)/+ 
ai 
O 


+(+)/++(+) 
acat 


Strept. 
griseus 
5 St. 


+++ 
ea I/ 2 


+++ 


ca/ec 1 / [ / f le 2/3 
cc T —- c =~ 


aad 


7" 


ea/ge 2 
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Bezeichnung der Farben nach der Ostwaldschen Farbtafel; bei mehreren 


Gl. Pept.-A, 
Pigm LM 


Glyc.-Glyk.-Nahrlés 


6s. Lackmusmilch Morphologie des 
Pigm WwW Pigm 6. 9, 13, 18, 24.Tg Luftmycels 


W 


Farben wurde die typischste unterstrichen 


LM 


Glyc. dete Nahrlos. 


| +(4)/4+4+4 


(4) +4(+ 


I  G)J 


Haferfl.: An mittellg.-ig. 
LH seitenstandig (4 St.) 
Sp. 2-3-(5), linksdr., sehr 
zierlich und meist kom- 
pakt, Sp. fertil 


Haferfl.: LM mittellg.-(Ig.), 

Baumchen mit (8St.) Sp. 

4-8-(10), linksdr., mittellg,- 
lg. gestielt, deutl. fertil 


Haferfl.: LM _ mittellg., 

Baumchen mit Sp. 2-5, 

linksdr., z. T.offen, deutl. 
fertil 


Bye) 
2 


ca 1/ 


Haferfl.: LM mittellg.-(Ig.), 
Baumchen mit (2St.) Sp. 
2-5, linksdr., deutl. fertil 


Haferfl.; LM  mitte 
Baumchen mit Sp. 
linksdr., sehr klei 
Durchmesser, deutl. fertil 


Haferfl.:LM kurz-mittellg. 
Baumchen mit vielen 
(2St.) Sp. 2-5-(8), linksdr., 

deutl.-fertil 


Haferfl.: LM_ mittellg., 
Baumchen,(5 St.) gerade— 


) gewellt, selten Enden um- 


gebogen, deutl. fertil 


Glyc.-Glyk.: LM mittellg., 
Baumchen.(1 St.) gerade- 
gewellt, deutl. fertil 


Glyc.-Glyk.: LM mittellg., 
Baumchen, gerade-ge- 
wellt, deutl. fertil: 


Glyc.-Glyk.: LM mittellg.- 

Ig., wirr durcheinander, 

gerade-gewellt, deutl. 
fertil 


(H/tet 


STK Kr AAT AAT AIT IIS SN 


— 


(+++ 


Haferfl.: LM mittellg.-(Ig.), 
Baumchen,(8 St.) gerade- 
gewellt, deutl. fertil 


Haferfl.: LM mittellg.-lg., 

Baumchen meist nicht 

(15 St.) sehr ausgepragt, 

gerade-gewellt, deutl. 
* fertil 


Haferfl.: LM  mittellg., 
Baumchen, gerade-ge- 
wellt, deutl. fertil 


136 W. Fuaia und H. J. Kurzner: 


Zusammenfassung 


1.1856 Streptomyces-Stémme wurden durch folgende Merkmale 
charakterisiert: Morphologie des Luftmycels, Erscheinungsbild auf ver- 
schiedenen Medien und antibiotisches Spektrum gegen 5 Testorganismen. 
Von, 585 Stimmen war aukerdem die Sporenform (Elektronenmikroskop) 
bekannt. Mit einem Teil der Staémme wurden einige physiologische 
Reaktionen durchgefiihrt: Lackmusmilch 615 Staémme; Amylasetest 
262 Staimme; Gelatinestich 210 Stamme. 

2. Die sich in allen festgestellten Merkmalen als gleich oder sehr ahn- 
lich verhaltenden Stémme wurden zu Einheiten — insgesamt 382 — 
zusammengestellt, die den Namen Untergruppe erhielten. Da hierbei 
schon sehr geringe Unterschiede als trennend beriicksichtigt wurden, 
entstanden zahlreiche Untergruppen mit nur einem (161) oder zwei (67) 
Staémmen; jedoch konnten auch mehrere gréBere Untergruppen gebildet 
werden, z.B. 9 mit 11 Stammen, 3 mit 27 und 1 mit 62 Stammen. Dabei 
stimmten die Stémme der gré8eren Untergruppen auBer in den Farb- 
merkmalen und der Morphologie auch in ihren physiologischen Eigen- 
schaften, namentlich dem antibiotischen Spektrum, gut tiberein. 


3. Ein Ordnen der Untergruppen erfolgte in der Weise, daB zunachst 
eine Einteilung in 10 Hauptgruppen vorgenommen wurde, und zwar auf 
Grund der Farbe des Luftmycels (6 Farben), bei den zahlreichen grau- 
sporigen Stémmen dann noch unter Heranziehung der Substratmycel- 
und Pigmentfarbe auf Haferflocken. In der Originalarbeit wurde dann 
fiir jede Hauptgruppe ein Bestimmungsschliissel aufgestellt, wobei die 
Pigmentbildung auf Pepton-Agar (Chromogenitiat), die Morphologie des 
Luftmycels und die antibiotische Wirksamkeit als Differenzierungs- 
merkmal jeweils zu einer gr6Beren Anzahl von Untergruppen fiihren, 
deren Unterscheidungsmerkmale dann ohne weitere Aufschliisselung 
aufgefiihrt oder aus den in Tabellenform angegebenen Beschreibungen 
entnommen werden miissen. 


4. Kine Identifizierung mit beschriebenen Arten wurde nur anhand 
der mehreren zur Verfiigung stehenden authentischen Kulturen vor- 
genommen. Higene Isolierungen wurden zu 11 der vorhandenen Arten 
gefunden, besonders zahlreich zu S. coelicolor Miiller (59 Stamme), 
S. phaeochromogenus Conn, (23), S. flavovirens Waksman (25), S. viola- 
ceus-ruber Waksman et Curtis (30), S. diastaticus Krainsky (13) und 
S. viridochromogenes Krainsky (10). 

Herrn Dr. Kisrmr sind wir fiir zahlreiche anregende Diskussionen dankbar. 

Fiir die sorgfaltige Hilfe bei den Serienversuchen danken wir Frau Ine@Rip 
Scumipt-THomass und Fraulein Curista SUNDERMEYER. 

Der eine Autor (H.J.K.) dankt ferner dem Bundesministerium fiir Ernahrung, 


Landwirtschaft und Forsten fiir die Gewihrung eines Stipendiums zur Forderung 
des wissenschaftlichen Nachwuchses. 
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It is known that the carotenoid pigments of photosynthetic bacteria 
protect the organisms from lethal photooxidations caused by their own 
bacteriochlorophyll (Stsrrom, GrirrrrHs and Sranrer 1956, Conmn- 
Bazire and STanier 1958, FULLER and ANDERSON 1958). The carotenoid 
pigments of a non-photosynthetic bacterium, Corynebacterium poinseltiae 
have been shown to have a similar protective function (KUNISAWA and 
STANIER 1958). Photodynamic killing of carotenoid-less mutants of 
this organism occurred only in the presence of an added photosensitizer. 
We report in this paper that the carotenoids of another non-photosynthe- 
tic bacterium, Sarcina lutea, prevent photodynamic killing. We also 
show that a carotenoid-less mutant of this bacterium is killed by exposure 
to sunlight and air in the absence of an added photosensitizer. 

The mechanism of photodynamic killing of bacteria is unknown, and, 
in fact, there has been little work done on this problem. In this regard 
it is pertinent to ask where in the cell the lethal reaction occurs; in other 
words, what is the sensitive site of the cell? The careful study of Dworkin 
(1958) on the photodynamic killing of Rhodopseudomonas spheroides 
provided us with the model for several experiments on the locus of the 
lethal photooxidation in Sarcina, the results of which are also reported 
here. 


Methods 


Sarcina lutea, A.T.C.C. strain 9341a, was used. The colorless mutant we have 
employed was obtained after irradiation of the wild type with ultraviolet light. 

Preliminary experiments showed that methanolic extracts of the pigmented 
strain contained a carotene and a xanthophyll. These pigments were identified as 
sarcinene and sarcinaxanthine by the position of their absorption maxima, by 
their behavior on aluminum oxide and calcium hydroxide columns, and in partition 
tests. Spectroscopic examination of concentrated methanolic extracts of the colorless 
mutant revealed that it contained less than 1°/, of the pigment of the yellow 
organism. 

The medium used contained, per liter, 2 g. vitaminfree acid casein hydrolyzate; 
2 g. glycerol; 50 ml. 1 m potassium phosphate buffer (px 7.0); 0,5 g. ammonium 
sulfate; 1 mg. nicotinic acid; 0.5 mg. thiamine; and 0.01 mg. biotin. 250—300 ml. 
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of this medium in 1 liter Erlenmeyer flasks were inoculated to a cell density of 
10° per ml.; the cultures were incubated, with agitation, at 34°C. for 14 hours. 
At the time of harvesting the cells were in the exponential phase of growth. 

For exposure to light, the cells were suspended in a buffer similar to the above 
medium, but without casein hydrolyzate, ammonium sulfate and glycerol. Viable 
counts were performed in a darkened area; the maximum light intensity did not 
exceed 5 footcandles. Plates were incubated at 34°C. in the dark. 

Bacterial mass was estimated from the optical density using a standard curve 
relating optical density at 650 my (the carotenoid pigments do not absorb at this 
wavelength) to bacterial dry weight per ml. 

In order to reduce self-shading of cell suspensions during exposure to light to 
a practical minimum, the suspensions were contained in special flat-side vessels 
with a light path of 15 mm. The vessels were fitted with aerating and sampling 
tubes. The suspensions were maintained at the appropriate temperature in a 
thermostated aquarium. For experiments in which the cells were exposed to sunlight, 
the cell suspensions were placed either in 100 ml. beakers fitted with aeration tubes 
and glass covers or in square bottles (milk-dilution bottles) fitted with aeration 
tubes and placed on their sides. The depth of the cell suspensions in the beakers 
and bottles was less than 15 mm. The suspensions were aerated throughout the 
experiment. 

The light sources used were General Electric reflector-flood lamps, and ‘daylight’ 
fluorescent lamps. Light intensities were measured with a Weston illumination meter 
reading in footcandles (fcs). The meter is standardized to tungsten-filament illumina- 
tion; therefore, the values given for the intensities of light from fluorescent lamps 
and of sunlight are approximate only; they served principally as a guide to obtaining 
reproducible conditions. 


Results 
The photodynamic killing of Sarcina lutea 


The exposure of a cell suspension of the carotenoid-less mutant of 
S. lutea, in the presence of toluidine blue, to light and air kills more 
than 99°/, of the cells within 60 minutes (Fig.1). In the absence either 
of light or of air the cells are not killed; it may be concluded that the 
killing is photodynamic, that is, it is due to a lethal photooxidation. 
There is no decrease in the viable count of pigmented cells exposed to 
light and air in the presence of toluidine blue (Fig. 1). 

Since the cells of S. lutea certainly contain substances (flavin and 
cytochrome pigments, for example) which are known to act as photo- 
sensitizers under the proper conditions (BLum 1941), several experiments 
were done in which cell suspensions of the carotenoid-less mutant were 
exposed to light and air in the absence of toluidine blue to see if an 
endogenous photosensitizer could cause death. Aerated cell suspensions 
were exposed to light from a tungsten lamp (3,000 fes) and from fluores- 
cent lamps (1,000 fes) for four hours: there was no decrease in the viable 
count. Similar results were obtained when the suspension was aerated 
with oxygen instead of with air. 

These experiments seemed to rule out the occurrence of an endo- 
genous photosensitization in S. lutea analogous to that found in the 
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photosynthetic bacteria. However, S. lutea is commonly found in the 
air and thus is often exposed to sunlight. The intensity of sunlight at 
noon was measured with the Weston illumination meter and found to 
be 12,000 fes; very much greater than the intensities used in the experi- 
ments described above. This observation, plus the fact that the relative 
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Fig.1. Effect of exposure of colorless and pigmented Sarcina lutea to light from a tungsten lamp 
(1.000fes), in the presence of 2.5- 10-* M toluidine blue; in air and in nitrogen. Air © yellow, light, 
e yellow, dark, o white, light, @ white, dark, Nitrogen A white, light 


S. lutea to sunlight in the presence of air and of 
s, 2 hrs—10.000 fes, 4 hrs—5.000 fes. Air © yel- 
light, a white, dark 


Fig.2. Effect of exposure of colorless and pigmented 
nitrogen. Light intensities were: O time — 12.000 fe 
low, light, e yellow, dark, o white, light, m white, dark, Nitrogen A white, 


intensity of sunlight in the region of the spectrum from 300 to 600 mu 
(where cellular photosensitizers are likely to absorb) is much greater 
than that of light from either tungsten or fluorescent lamps, suggested 
the experiment of exposing the bacteria to sunlight. It can be seen from 
Fig.2 that the results of this experiment are similar to those of experi- 
ments using toluidine blue and lower (artificial) light intensities, and 
dramatically different from the results of the experiments described in 
the last paragraph. The colorless mutant is killed when it is exposed to 
sunlight in the presence of air; it is not killed when kept under an 
atmosphere of nitrogen. The carotenoid-containing wild-type is not 
killed under either condition. These results indicate the presence within 
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the cell of substances which can act as photosensitizers in the photo- 
dynamic killing of carotenoid-less cells. The carotenoid pigments prevent 
the lethal action of these endogenous, as well as of exogenous, photo- 
sensitizers. The chemical nature of the endogenous photosensitizer is 
unknown. 


The primary sensitive site of photodynamic killing 

As we have just shown, the carotenoid pigments of S. lutea prevent 
photodynamic killing. We next performed experiments to determine the 
location of the sensitive site, which is protected by the carotenoids. 

The first step was to see if the photodynamic killing of S. lutea was 
caused directly by a photochemical reaction. This was done by deter- 
mining the effect of temperature on the rate of killing, on the premise 
that a purely photochemical reaction would not have a temperature 
coefficient of much more than unity. As can be seen from the viable 
count curves of Fig.4, the rate of photodynamic killing is the same at 
6.5 as at 34°C; this suggests that the death of the cell is caused directly 
by a photochemical reaction. This finding agrees with that of DworK1n 
(1958) on the temperature independence of the rate of photodynamic 
killing of a carotenoid-less mutant of Rhodopseudomonas spheroides. We 
also draw the same conclusion from this experiment as he did; namely 
that the photosensitizer molecules and the molecules which are oxidized 
are so close that a direct transfer of energy can occur. On this basis 
DworkIN was able to conclude that the sensitive site must be located 
in the same area of the cell as bacteriochlorophyll, which is the photo- 
sensitizer in the bacterium he studied. When, however, an exogenous 
photosensitizer must be used, the propinquity of it and the sensitive 
site does not give us the location of the latter, since that of the former 
is unknown. We have seen, though, that the carotenoid pigments of 
S. lutea inhibit the photodynamic killing. Now, if the photosensitizer 
molecules are very close to the sensitive site, so also must be the molecules 
which protect this site from the effect of the sensitizer. Previous work 
(MatHEws and Sistrom 1959a) has shown that the carotenoids of S. 
lutea are located in or on the cell membrane; we are led to suggest, then, 
that the site of the lethal photooxidation is on the membrane. 

To investigate this possibility, we did experiments to see if an impor- 
tant function of the cell membrane, the regulation of permeability, is 
disrupted by the photooxidation. Two methods were used to detect 
changes in permeability during photodynamic killing. In the first, the 
release of material absorbing at 260 my was taken as an index of change 
in permeability. It can be seen from Fig.3 that material absorbing at 
260 my is released from the cells during photodynamic death. It can 
also be seen that the release begins at the same time as, or shortly 
after, the onset of killing. In parallel experiments with pigmented 
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cells exposed to light, and pigmented and non-pigmented cells kept in 
the dark, it was found that the release of material absorbing at 260 mu 
was less than 3°/, of that from the same amount of non-pigmented cells 
exposed to light. 

The second method for the detection of changes in permeability made 


use of the properties of sodium 8-anilino-1-naphthalene sulfonate (ANSA) 

a dye similar to the one used by 

NEwTON (1954) in his studies on 100 05 

the mode of action of polymyxin. 
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and that this increase begins at the 
same time as the decrease of the 
viable count. Experiments were 
performed with pigmented cells 
exposed to light, and with pigmen- 
ted and nonpigmented cells kept 
in the dark; here, there was no 
increase in fluorescence. 

As can be seen from Fig.4, the 
rate of increase of permeability, as 


Fig.3. Release of material absorbing at 260 mu 
during photodynamic killing. Cells were sus- 
pended at a density of 1.5 mg. dry weight/ml. 
in buffer containing toluidine blue (2.5-10-* M). 
The suspensions were aerated with air, and 
illuminated with a tungsten lamp (1,000 fes). 
Samples for viable count and for optical density 
readings were taken at the same time. The latter 
were centrifuged for 15 min at 5,000x g., and 
the optical density at 260 my of the supernatant 
was determined. The values shown are corrected 
for the absorption of toluidine blue at this 
wavelength. © viable count, e optical density 
at 260 mu 


determined by increase in fluorescence, is essentially independent of 
temperature. Its temperature coefficient, calculated from the data of 
Fig.4, is 1.18. If the increase of permeability involved secondary non- 
photochemical reactions, which would be affected by the change in 
temperature, the temperature coefficient of the permeability increase 
would be much higher. 

As was pointed out above, the decrease of viable count and the 
increase in permeability begin almost simultaneously (Fig.4 and 5). This 
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suggested that a breakdown in the control of permeability might be the 
cause of photodynamic death. In an attempt to substantiate this notion, 
we compared the results of the experiment shown in Fig.4 with those of 
a similar experiment in which the cells were killed by polymyxin, an 
agent known to cause death by disrupting the permeability barrier of the 
cell (Few and ScuutMAN 1953, NewTon 1953). Fig.5 depicts the results 
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Fig.4. Increase of permeability as measured by increase in fluorescence during the course of photo- 
dynamic killing at 6.5 and 34°C. Cells were suspended (0.15 mg. dry weight/ml.) in buffer containing 
toluidine blue (2.5+10-®M), aerated with air, and illuminated with a tungsten lamp (1,000 fes), 
Samples for viable count and for the fluorescence measurement were taken at the same time. For the 
latter, 10 ml. were removed, centrifuged, and resuspended in 16 ml.; 8 ml. were placed in each of 
2 test tubes. To each tube was added 2 ml. of 10-? M ANSA. The fluorescence was read after 10 min. 
in a Farrand spectrofluorometer. The average of the values for the two tubes is shown. 34° e viable 
count, m fluorescence, 6,5° © viable count, o fluorescence 


Fig.5. Effect of various concentrations of polymyxin on viable count and permeability. Twenty ml 

of a cell suspension (0.15 mg. dry weight/ml.) in 1°/) NaCl (pr 7.0) were placed in small flasks. The 

indicated amounts of polymyxin were added, and the mixtures were incubated at room temperature 

for 30 min. After the incubation, samples were removed for viable counts. Two 8 ml. portions were 

removed from each flask and placed in test tubes. Two ml. of 10-’ ANSA were then added to each 

tube. Fluorescence was read in a Farrand spectrofluorometer after 10 min., and the average of the 
readings of the two tubes is shown. e fluorescence, © viable count 


of this experiment. On the simplest hypothesis, the change in permeability 
sufficient to kill a fixed per cent of the population should be the same 
for either mode of death, if the primary lethal event in photodynamic 
killing is a change in the permeability of the cell. Since changes in 
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permeability may continue after death, we have calculated the minimum 
increase in permeability (fluorescence) to kill 100°/) of the cells. 


For photodynamic killing the increase of fluorescence is 0.3 units, at 
30 min. In the case of polymyxin we have used the initial slopes of the 
curves in Fig.5 for the calculation; the minimum increase of fluorescence 
for 100°/, killing is 1.4 units. Similar calculations can be made from the 
data relating the increase in the optical density at 260 my to killing; 
for photodynamic death (Fig.3) the minimum increase for 100°/, killing 
is 0.04 OD units. For cells killed by polymyxin it is 0.2 OD units (data 
from an experiment which is not shown). In each case the increase of 
permeability caused by polymyxin is from 4 to 5 times greater than 
that caused by photodynamic action. This result does not support the 
suggestion that the primary lethal event in photodynamic killing is a 
change in cellular permeability. 


Discussion 


The evidence present in Fig.1 and 2 shows definitely that the carote- 
noid pigments of S. lutea protect the cells from the lethal effects of 
photooxidations sensitized by either endogenous or exogenous photo- 
sensitizers. The ecological significance of this has been discussed else- 
where. (MATHEWS and S1strRom 1959b.) 


The results of the experiments on the site of the lethal photooxidation 
strongly suggest, but by no means prove, that this reaction occurs in the 
cell membrane. The argument may be briefly restated. The carotenoid- 
less mutant is photodynamically killed at a rate which is independent of 
temperature; this means that photosensitizer and sensitive molecules 
are very close together. The carotenoid molecules must also be close to 
this reaction site. Since it is known that the carotenoid pigments of this 
bacterium are located in the cell membrane, we can conclude that the 
site of the lethal photooxidation is also on the membrane. This argument 
is admittedly indirect; it is strengthened by the observations on the 
photodynamically induced changes in cellular permeability which can 
almost certainly be taken as demonstrating directly the occurrence of 
photodynamic reactions in the membrane. We have obtained additional 
evidence along this line by studying the behavior of membrane enzymes. 
At least two of these enzymes, succinic dehydrogenase and. diphospho- 
pyridine nucleotide oxidase are nearly totally inactivated when carotenoid- 
less cells are exposed to light and air in the presence of toluidine blue. 
The rates of the inactivations are temperature independent. In pigmented. 
cells these enzymes are not affected at all by the treatment. It is difficult 
to interpret this experiment except as a demonstration of a photo- 
dynamic reaction in the cell membrane. 
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Kapuan (1956) has provided very strong evidence that in the photo- 
dynamic killing of Serratia marcescens (sensitized by toluidine blue) the 
nucleus in the site of the primary lethal reaction. Our conclusion is not 
necessarily at variance with his observations, since it refers only to 
photodynamic killing which is prevented by the carotenoids. It is 
entirely possible that there are other kinds of photodynamic death, 
which these pigments are powerless to prevent and which may well have 
sensitive sites not associated with the cell membrane. 


Summary 


It has been demonstrated that the carotenoid pigments of Sarcina 
lutea prevent photodynamic killing by either exogenous or endogenous 
photosensitizers. 

Evidence has been presented which suggests that the locus of the 
lethal photooxidation is in or on the cell membrane. 
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Aus dem Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der 
Wissenschaften, Berlin-Buch, Abteilung fiir biologische Krebsforschung 


Uber den Einflu8 von 3,4-Benzpyren 
auf den Sprossungsrhythmus von Hefezellen 


Von 
ERHARD GEISSLER 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 23. Oktober 1959) 


Bei der Auswertung von Mikrokulturversuchen fiir eine zusammen- 
fassende Darstellung unserer Befunde iiber die Schutzwirkung von 
Agar-Agar und Gelatine beim photodynamischen Effekt (GrtssLer 1960) 
ergab sich, da der Sprossungsrhythmus der mit 3,4-Benzpyren behan- 
delten, unbestrablten Hefezellen im Vergleich zu Kontrollzellen und zu 
mit Pyren behandelten, unbestrahlten Zellen deutlich verzégert ist. 
Dieser Effekt des Benzpyrens war Krrecet (1952) und GraFrt et al. 
(1953), die ebenfalls unter anderem Kontrollzellen mit 3,4-Benzpyren- 
und Pyren-haltigen verglichen hatten, und uns nicht friiher aufgefallen, 
weil die mit den Kohlenwasserstoffen behandelten Zellen letztlich zum 
gleichen Prozentsatz zu sprossen vermdgen wie die Kontrollzellen. Es 
handelt sich demnach nur um eine Wirkung des Benzpyrens auf den 
Sprossungsrhythmus. 

Diese Tatsache interessierte uns nun insofern, als bekanntlich der 
polycyclische Kohlenwasserstoff (KWSt) 3,4-Benzpyren (Bp) zu den am 
starksten wirksamen chemischen Cancerogenen gezahlt werden muB, 
wahrend der ebenfalls polycyclische KWSt Pyren keine cancerogene 
Aktivitat besitzt. Um zu priifen, ob die unterschiedliche Wirkung beider 
KWSt auf den Teilungsrhythmus der Hefezellen etwa mit ihrer cancero- 
genen Aktivitét parallel geht, zogen wir zwei weitere cancerogene 
polycyclische KWSt fiir unsere Untersuchungen heran, 20-Methyl- 
cholanthren (MCh) und 9,10-Dimethyl-1,2-benzanthracen (DMBA). 


Methode 


Die einzelnen Kohlenwasserstoffe wurden in der von GraFrt (1939) angegebenen 
Weise gelést: je 1 ml einer 0,125°/,igen Lésung des KWSt in erhitztem, wasser- 
freiem Glycerin wurde in 9 ml Rinder- oder Pferdeserum eingetropft, in dem sich 
der KWSt vollig gleichmaBig verteilt. t 

In einer derartigen Lésung wurden 3 Tage alte Saccharomyces carlsbergensis- 
Zellen 1 Std lang bei Zimmertemperatur inkubiert, anschlieBend von dieser abzentri- 
fugiert und dreimal mit Leitungswasser ausgewaschen. Dadurch konnte gewahr- 
leistet werden, daB nur die waihrend der einstiindigen Inkubation von den Zellen 
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aufgenommene KWSt-Menge wirksam wurde. Zur Ausschaltung einer eventuellen 
photodynamischen Schadigung wurden alle Arbeiten bei Rotlicht durchgefiihrt. 

Die ausgewaschenen, KWSt-haltigen Hefezellen wurden dann entsprechend 
verdiinnt und auf Bierwiirze-Agar-Objekttragermikrokulturen inokuliert. Mit 
diesem von LASKOwSEI u. STErN (1958) vorgeschlagenen Verfahren ist es méglich, 
in definierten Zeitabstanden das Schicksal einer Reihe zum Beobachtungsbeginn 
ausgewahlter Zellen mikroskopisch zu verfolgen. Wir beobachteten die Vermehrung 
der Zellen alle 2 Std und nahmen nach 24 Std die Endauswertung vor. Nach unseren 
Erfahrungen vermehren sich nach 24stiindiger Inkubation kaum noch derartige 
Zellen, die bis dahin im Einzellstadium geblieben waren. In der Zeit zwischen den 
Beobachtungen befanden sich die Mikrokulturen bei 30°C in einer feuchten Kammer. 

Die zur Bestimmung des Sprossungsrhythmus erforderlichen Durchschnitts- 
werte wurden dadurch ermittelt, da die in den einzelnen Beobachtungszeiten 
(2, 4, 6, 8, 10 u. 12 Std) ausgezahlten einzelnen Generationen zugeordneten Zell- 
gruppen bzw. Mikrokolonien als Prozentwerte der nach 24 Std Inkubation zu 
(Mikro)Kolonien ausgewachsenen Zellzahl ausgedriickt wurden. Dadurch konnte 
von vornherein die — mitunter recht betrachtliche — Zahl der spontan-inaktiven 
Zellen (die auch unter vollig ,,znormalen‘‘ Bedingungen nicht zu sprossen vermégen) 
ausgeschaltet werden. Dabei wurden fiir die einzelnen Versuchsgruppen folgende zu 
(Mikro)Kolonien ausgewachsenen Zellzahlen zugrundegelegt und gleich 100°/9 
gesetzt: 


FA Kontrollers. \saeae 0 etree 425 (42°/, 
fal S68 21S, SM SP San Sa ae 1334 (41°/, 
CSA Benz pyrene. se tee) oeatel 1504 (44°/, } aller beobachteten Zellen) 
D 20-Methylcholanthren. . .... 269 (45°/, 


E 9,10-Dimethyl-1,2-benzanthracen . 286 (49°/, 


Ergebnisse und Diskussion 


Die in Abb.1 dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, daB (mit Aus- 
nahme des 2 Std-Wertes) die fiir Kontroll-, Pyren-, MCh- und DMBA- 
zellen ermittelten Zahlen recht gut tibereinstimmen. Uber den niedrigen 
Prozentsatz der Kontrollzellen beim 2 Std-Wert kénnen gegenwartig 
noch keine verbindlichen Aussagen gemacht werden, da das Kontroll- 
material noch keine exakte statistische Bearbeitung zulaBt. Dagegen 
sind die bei den spéteren Beobachtungszeiten auftretenden Differenzen 
der Sdulen A, B, D und EF sowohl hinsichtlich der Héhe (= Gesamtanteil 
der ausgekeimten Zellen) als auch hinsichtlich der Verteilung der spros- 
senden Zellen auf einzelne Generationen offensichtlich zufallig. 

Deutlich ergibt sich weiterhin, da die Bp-Gruppe eine bemerkens- 
werte Teilungsverzégerung aufweist. Dies auBert sich darin, daB ein 
betrachtlicher Prozentsatz der Zellen erst relativ spat zu sprossen 
beginnt, so da’ zumindest in den ersten 6 Std der Inkubation der Anteil 
der gesproBten Zellen deutlich unter dem der anderen Versuchsgruppen 
liegt. AuBerdem erfolgt bei der Bp-Gruppe der Ubergang von einer in 
die nachste Generation stets etwa 2 Std spater als bei den Vergleichs- 
gruppen: man kénnte von einer etwa zweistiindigen Entwicklungs- 
verzogerung sprechen, wenn dafiir nicht der Anteil der schon nach 2 Std 
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gesproBten Zellen (8°/) verhaltnismaBig zu hoch ware. So ist eher zu 
vermuten, daS durch die Bp-Einwirkung die 2. Teilung, also der Uber- 
gang vom 2-3-Zellstadium in das 4-7-Zellstadium noch mehr verzogert 
wird als der Eintritt in die 1. Generation. Diese Verzdgerung wird dann — 
zumindest innerhalb unseres Beobachtungszeitraumes — nicht wieder 
ausgeglichen. 

Bekanntlich zeigen bestrahlte diploide Hefezellen (BuRNS 1956) und 
Zygoten aus je einer unbestrahlten und einer bestrahlten haploiden 
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Abb.1. Verlauf der Sprossung bei verschieden behandelten Saccharomyces carlsbergensis-Zellen auf 

Bierwiirze-Agar. O 1. Generation (2—3 Zellen); [Mj 2. Generation (4—7 Zellen); {I 3. Generation 

(8—15 Zellen); [# 4. Generation (16—31 Zellen); & 5. Generation (32—64 Zellen). A Kontrolle; 
B Pyren; C Benzpyren; D 20-Methylcholanthren; E 9,10-Dimethyl-1,2-benzanthracen 


Hefezelle (MortrMmer 1955) eine starke Verzogerung der 2. Teilung, eine 
geringere der ersten und kaum eine der dritten. In unserem Falle scheinen 
ganz aihnliche Verhaltnisse vorzuliegen: So sind nach 8 Std 91°/, der 
Bp-Zellen gekeimt; davon befinden sich 25°/, in der ersten, 54°/, in der 
zweiten und 12°/, in der dritten Generation. Ahnlich finden wir 29°/, in 
der ersten, 52°/, in der zweiten und 119/, in der dritten Generation bei den 
Pyren-behandelten Zellen — nach 6 Std. Hier sind nach 8 Std 11°/, in 
der ersten, 32°/) in der zweiten, 449/, in der dritten und 11°/, in der 
vierten Generation — bei den Bp-Hefen entsprechend nach 10 Std 13°/5 
in der ersten, 32°/, in der zweiten, 47°/, in der dritten und 3°/, in der 
vierten Generation. 

Ahnliche Verhaltnisse, also vor allem eine starke Verzogerung des 
Ubergangs von der 1. in die 2. Generation, scheinen auch bei den KWSt- 
haltigen Zellen vorzuliegen, die auf Agar-Agar oder Gelatine mit lang- 
welligem Ultraviolett bestrahlt werden und danach zum gleichen Prozent- 
satz wie unbestrahlte Zellen Kolonien bilden kénnen. Dagegen lassen 
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unsere bisherigen Befunde vermuten, daB bei den ,,Uberlebenden“ der 
in Wasser bestrahlten sensibilisierten Zellen mehrere Teilungsschritte 
verzégert sind (GEISSLER 1960). 

Besonders bemerkenswert scheint uns aber die Tatsache zu sein, daB 
von den vier von uns untersuchten Kohlenwasserstoffen nur das Bp 
diese Teilungsverzégerung auslést, wahrend sowohl der nicht cancerogene 
KWSt Pyren als auch die cancerogenen KWSt, MCh und DMBA eher 
eine — allerdings nicht signifikante — Stimulierung des Teilungs- 
rhythmus bewirken. Dies hat allerdings, wie schon oben erwahnt, keinen 
signifikanten EinfluB auf die schlieBlich nach 24 Std oder im Platten- 
kulturverfahren nach 3 Tagen auswertbare Gesamtzahl der gesproBten 
Zellen. Ein ahnliches Verhalten von Spirostomum ambiguum unter Ein- 
flu8 des cancerogenen Urethan beschrieb kiirzlich PAapMavarut (1959). 
Hier folgte auf eine anfangliche Teilungshemmung eine deutliche Be- 
schleunigung, bis die Zellen wieder ihre normaleTeilungsrate erreicht haben. 

GOLDSTEIN (1937) hatte beobachtet, daB 1,2,5,6-Dibenzanthracen und 
Methylcholanthren — im Gegensatz zu Phenanthren — die Zellteilungs- 
tatigkeit von Escherichia communior stimulieren, wihrend Dop@E u. 
Dogve (1937) fanden, daB Wachstum, Differenzierung und mdéglicher- 
weise auch die Teilungsrate von Hefezellen durch Methylcholanthren 
fordernd beeinfluBt wird. Cook et al. konnten durch verschiedene 
1,2,5,6-Dibenzanthracen-Konzentrationen die Sprossungsrhythmen von 
Hefezellen entweder stimulieren (bei 9-10-* um 50°/,) oder hemmen 
(3,6 - 10-8). Ferner konnten Owern et al. (1939), Kissmr (1939) und 
LEvINE (1950) mit verschiedenen cancerogenen Kohlenwasserstoffen 
(1,2,5,6-Dibenzanthracen, 20-Methylcholanthren, 1,2-Benzpyren, 3,4- 
Benzpyren) sowie mit Steinkohlen- und mit Buchenteerfraktionen bei 
verschiedenen pflanzlichen Organen in vitro und in vivo Teilungs-, 
Wachstums- und Entwicklungsstimulierung auslésen. Dabei ergaben sich 
keine wesentlichen — unseren Befunden vergleichbare — Unterschiede 
in der Wirkung der einzelnen KWSt. Es ist aber meines Erachtens durch- 
aus fraglich, ob diese Effekte eine reine KWSt-Wirkung darstellten oder 
aber auf eine photodynamische Wirkung zuriickzufiihren sind. Die 
Autoren arbeiteten nicht unter LichtausschluB8, und KuissEr (1939) 
bemerkt ausdriicklich, bei direkter Sonnenbestrahlung eine starkere 
Wirkung des Benzpyrens und der Teerpraparate gefunden zu haben. 


SchlieBlich sei noch auf die interessante Tatsache hingewiesen, daB 
in unserem Falle schon eine einstiindige Inkubation der Zellen in der 
Bp-Lésung geniigt, einen Effekt auszulésen, der sich am starksten erst 
bei dem 2. Teilungsschritt manifestiert. Dies legt den Gedanken nahe, 
dafi méglicherweise vom Bp eine fiir den Ubergang von der 1. in die 
2. Generation wesentliche, aberschon in der Einzelzelle (Nullte Generation) 
vorhandene Struktur beeinflu&t wird. 
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Zusammenfassung 


Eine einstiindige Inkubation von Saccharomyces carlsbergensis-Zellen 
in einer 0,0125°/,igen 3,4-Benzpyren-Glycerin-Serumlésung fihrt zu 
einer deutlichen Verzégerung des Sprossungsrhythmus, besonders des 
Ubergangs von der 1. in die 2. Generation. Entsprechende Pyren-, 
20-Methylcholanthren- und 9,10-Dimethyl-1,2-benzanthracen-Lésungen 
zeigen, dagegen keinen derartigen Effekt. 

Fri. A. Scutrr danke ich fiir ihre fleiBige Mitarbeit. 
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Hamburg 


Beitrige zur Physiologie und Systematik 
sulfatreduzierender Bakterien * 


Von 
KLAUS STUVEN 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 29. Oktober 1959) 


BauMANN u. Denk (1950) und DEenxk (1950) fanden im Lunzer Obersee 
eine durch Sporovibrio desulfuricans verursachte intensive Reduktion von 
Nitrat zu Ammoniak. Dieser als Nitratammonifikation bezeichnete 
Sonderfall der Nitratreduktion soll das Auftreten des Ammoniaks in den 
hypolimnischen Wasserschichten der Seen erklaren. Die Nitratammoni- 
fikation, vermutlich eine Eigenschaft auch anderer Bakteriengruppen, 
sei allgemein in sauerstoffarmen Biotopen verantwortlich fiir die NH,- 
Bildung. ae 

Bemerkenswert war ferner, daB die Sulfatreduktion erst nach vélligem 
Verbrauch des Nitrats einsetzte. Auch van DELDEN (1903) beobachtete 
eine bevorzugte Reduktion von Nitrat zu Nitrit und ,,vielleicht auch 
Ammoniak“ in Rohkulturen von Desulfurikanten. Erst nach Verschwin- 
den des Nitrats begann die Sulfatreduktion. Seine Rohkulturen ent- 
hielten jedoch wie die anderer Autoren (BEIJERINCK 1895, VAN DELDEN 
1903, Gostines 1904, Rank 1907, Kupzis 1928) Escherichia coli neben 
den Sulfatreduzierern. Da eine Anzahl von Coli-Stéimmen Nitrat zu 
ammonifizieren vermag (STICKLAND 1931, Woops 1938, LASCELLES u. 
Stitt 1946, Eaamr u. Sato 1947, Wartnwricut 1955, McNay u. ATKIN- 
son 1956 u. a.), war vielleicht dieses Bakterium fiir den Nitratabbau 
verantwortlich. Die Anwesenheit von Begleitorganismen der Coli-Gruppe 
auch in den Kulturen von Czurpa (1940) liegt daher im Bereich des 
Méglichen. Fiir eine Nitratreduktion durch sulfatreduzierende Bakterien 
spricht hingegen die Beobachtung von Rank (1907), daB in Reinkulturen 
seiner Desulfurikanten Nitrit auftrat, wenn er das Sulfat durch Nitrat 
ersetzte. 

Kine Bevorzugung der Nitratammonifikation gegeniiber der Sulfat- 
reduktion ware aus energetischen Griinden verstandlich, da diese an- 
nahernd die sechsfache Energieausbeute erbringt (RipPEL-BaLpEs 1948). 


* Teilauszug aus der [{gleichnamigen Dissertation der Mathematisch-Natur- 
wissenschaftlichen Fakultaét der Universitat Hamburg, 1959. 
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VERHOEVEN (1956) verweist darauf, daB die beiden Prozesse ein nahezu 
identisches Elektroneniibertragungssystem besitzen. Die Beteiligung von 
Cytochromen an der Sulfatreduktion (PostaaTE 1954a, 1954b, 1955, 
1956a, Isurmmoro u. Mitarb. 1954, IsHrmoro u. Koyama 1955, PicHinotTy 
u. SpeNEZ 1958) wie auch an der Nitratreduktion (KAMEN u. VERNON 
1955, VERHOEVEN u. TAKEDA 1956, Saro 1956, Sapana u. McELRoy 
1957) ist bekannt. PrcHtNory u. SENEZ (1958) stellten bei Zellextrakten 
von Desulfovibrio desulfuricans eine Elektroneniibertragung sogar mittels 
des gleichen Cytochroms auf Sulfat, Nitrit und Hydroxylamin fest. 

In anderer Hinsicht jedoch ist es unwahrscheinlich, da die Desulfuri- 
kanten zur echten dissimilatorischen Nitratreduktion im Sinne von 
VERHOEVEN (1952) befahigt sind. Die bisher bekannten sulfatreduzieren- 
den Bakterien sind simtlich anaerob, bedingt durch das sehr niedrige 
Redoxpotential, das die Sulfatreduktion erfordert (PosteaTH 1956). 
Dagegen ist die dissimilatorische Reduktion von Nitrat fast stets eine 
Eigenschaft fakultativ anaerober Mikroorganismen. Die Substratoxyda- 
tion mittels Nitrat und O, verlaéuft bei wesentlich héheren Potentialen. 
Aus diesem Grund hilt Posr@aTeE (persénliche Mitteilung) es fiir unwahr- 
scheinlich, da8 innerhalb einer Zelle nebeneinander Sulfat und Nitrat 
dissimilatorisch reduziert werden kénnen. 

Manche Bakterien wie Clostridium wele. e und Escherichia coli (Woops 
1938), Hydrogenomonas facilis (ScHaTz 1952) und Rhodopseudomonas 
palustris (NAKAMURA 1937) oxydieren auch H, mit Nitrat unter Bildung 
von NH;. Hierbei handelt es sich um eine gelegentliche dissimilator1- 
sche Nitratreduktion im Sinne von VERHOEVEN, da die Energie nicht zur 
CO,-Assimilation ausgenutzt werden kann (Scuatz 1952). Somit ware 
ein solcher Vorgang auch bei desulfurierenden Bakterien denkbar, da 
manche ihrer Stamme H, mittels Sulfat oxydieren (WicHT u. STARKEY 
1945, Burirn u. Apams 1947, SISLER u. ZoBELL 1950, 1951). Hierbei 
findet jedoch eine CO,-Assimilation statt. 

Meine Aufgabe war es, die Frage nach der Existenz einer Nitrat- 
ammonifikation sulfatreduzierender Bakterien naher zu untersuchen. 
Zwangsliufig ergaben sich dabei auch Probleme der systematischen 
Zuordnung der von mir untersuchten Bakterienstamme. 


Material und Methoden 


Bakterienstamme. Aus der ,,National Collection of Industrial Bacteria“ 
(NCIB), Teddington/Middlesex, England, stammten folgende Stamme: ,,Canet 41 * 
(Nr. 8393) und ,,New Jersey SW 3“ (Nr. 8316) als halophile Stamme sowie die 
thermophilen, sporenbildenden , Delft 74 T (Nr. 8395) und ,,Garden 55° (Nr. 8351), 
die in gefriergetrocknetem Zustand iibernommen wurden. Higene Isolierungen 
waren die halophilen Stamme  Sylt 2“ und ,,Sylt 3° sowie aus dem Groen Pléner 
See ,,Plén 5“. 

Nahrbéden. Die Zusammensetzung der Nahrlésungen geht aus Tab.1 hervor. 
Die Sterilisation erfolgte 25 min im strémenden. Dampf bei 120°C und 1,0 atii. 
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Thermisch instabile Verbindungen wurden kalt mittels Filtration durch eine 
bakteriendichte Glassinterschicht (11 G 5, Schott u. Gen., Mainz) sterilisiert und 
den Nahrlésungen zugesetzt. Alle Nahrsubstrate wurden sogleich nach dem Steri- 
lisieren rasch gekiihlt und unter anaeroben Bedingungen (Zusatz von Redoxmitteln 
oder Unterbringung in AnaerobengefiBen) bis zum Beimpfen aufbewahrt, um das 
Redoxpotential méglichst niedrig zu halten. Der py-Wert wurde vor dem Sterili- 
sieren mit 2n NaOH so eingestellt, daB er nach dem Erkalten 7,3—7,5 betrug. 
10°/,ige Lésungen von FeSO,- (NH,),.- 6 H,0, Ascorbinsaéure oder Cysteinhydro- 
chlorid (dieses mit 2n NaOH auf pq 7,5 eingestellt) als Redoxmittel wurden den 
erkalteten Nahrlésungen zu einer Endkonzentration von 1 g/I zugefiigt. 


Tabelle 1. Zusammensetzung der am hdufigsten verwendeten Nahrlosungen 


Niahrlésung 


oO by Ss AS 
Bestandteile (in Gramm) 3 ne & J 3 Z cA S. a A 
o% |ae = |é ce 
=) | <I fq > oS 
é | 8 - 


Aqua dest. 


1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 
Glucose (Merck) 10,0 


Hefeextrakt (Difco) — -- 1,0 1,0 _ 
Pepton, trypt. verdaut 5,0 -- = = 5,0 
(Merck) 

Na-Lactat, pur., — 3,5 7,5 7,5 — 
(50°/,ige Lésung) 

KNOs, p.a. — 1,0 1,0 1,0 1,0 
NH,Cl, p.a. -- 1,0 1,0 — 
CaCl,, sicc., p.a. 01 | — 0,1 0,1 0,1 
K,HPO,, puriss. 0,5 a) 0,5 0,5 0,5 
NaHCo0Os,, p.a. —- j—- -~-| — |J~ —| — 
MgCl,, sice., p.a. -- 0,2 

FeSO, -: 7 H,0, p.a. 3mg | 3mg/}|3mg|3mg]| 3mg 
MgSO, : 7 H,0, p.a. 15 _- 1,5 1,5 1,5 
Na,SO,: 1 O H,0, p.a. 3 -- — 3,4 3,4 


Als feste Naihrbéden wurden die genannten Nahrlésungen unter Zusatz von 
2°/) Agar verwendet. Fiir halophile Staémme erhielten sie eine Zugabe von 2°/, 
NaCl p.a. 


Nitrit wurde kolorimetrisch nach Riegler (Hrusiitr 1929) im Photometer 
Eppendorf mit dem Filter Hg 546 nm bei 20 mm Schichtlinge bestimmt. 


Stickstoffbestimmung. Die quantitative Erfassung des NH,- und NO,-N 
erfolgte nach der Methode Kjeldahl-Preg] (EN@EL 1931, LreB 1931). 


Anzuchtbedingungen. Die Anzucht sulfatreduzierender Bakterien erfordert 
streng anaerobe Bedingungen (GROSSMAN u. PostGaTE 1955). Im Laufe der Unter- 
suchungen wurde eine groBe Zahl iiblicher Methoden gepriift. Als giinstigstes 
Verfahren stellte sich schlieBlich folgendes heraus: Die Nahrbéden wurden nach 
Kinstellung auf ein stark negatives Redoxpotential zunichst beimpft. Zusammen 
mit den Kulturbehaltern wurde sodann alkalische Pyrogallollésung (Pyrogallol 
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400 g/1 H,O und kalt gesattigte Sodalésung, davon je 1 ml pro! Gasraum bei einem 
Bindungsvermégen von 88 ml O,/ml) auf einem Wattebausch im Glasbecher in das 
Anaerobengefa8B gebracht. AuBerdem befand sich darin ein Reagensglas mit ver- 
diinnter Na,S-Losung (etwa 0,25 g Na,S/l Gasraum), in dem ein unten capillar 
ausgezogenes und am Ende zugeschmolzenes Glasrohr mit etwa 1—2 ml konz. 
H,SO, stand. Nach Evakuieren und Fiillen des AnaerobengefaBes mit H, + 1°/) CO, 
oder N, wurde durch kurzes AufstoBen die Capillare zerbrochen. Durch das Ansiuern 
der Na,S-Lésung entstand geniigend H,S, um die letzten Spuren O, zu beseitigen. 
Auf diese Weise lieB sich die Entwicklungsdauer der Kulturen sehr verktirzen. Kine 
zu groBe H,S-Menge fiihrte jedoch zu einem Absinken des py-Wertes in der Nahr- 
lésung und verhinderte so das Wachstum. Weitere methodische Einzelheiten der 
Anzucht finden sich im Text. 


Versuche und Ergebnisse 


1. Isolierung der Stamme 


Dem GroBen Pléner See wurden aus dem Hypolimnion (40—44 m 
Tiefe) stark H,S-haltige Wasserproben entnommen, die zum Stamm. 
,,Plén 5“ fiihrten. Halophile Staémme erhielt ich aus Wattenboden: 
, Sylt 2‘ aus einer Seegraslage im Sandwatt und ,,Sylt 3° aus einer 10 cm 
tief liegenden Schicht im Wattenschlick. 


Zur Aufnahme der keimhaltigen Proben wurden 25 ml-Serumflaschen nach 
Scumrrr mit 20 ml LS-Nahrlésung sterilisiert und darin mittels Na,S-Lésung 
(5- 10-3 mol) das Redoxpotential herabgesetzt. Diese Flaschen wurden sodann bis 
zum Rand mit dem Impfmaterial angefiillt und luftfrei verschlossen. Die Anzucht 
dauerte etwa 10—14 Tage bei 30°C. Die weitere Kultivierung erfolgte in Reagens- 
rdhrchen mit 5ml Nahrlésung. Unmittelbar vor dem Beimpfen wurde durch 
Zufiigen von 2 Tropfen einer 10°/,igen Lésung Mohrschen Salzes das Redoxpotential 
herabgesetzt. Das Wachstum der Sulfatreduzierer war schon nach 2—5 Tagen an 
der Schwarzung des Niederschlages und der Bildung eines FeS-Spiegels an der 
Glaswand erkennbar. Mehrfach parallel dazu bei 55°C angesetzte Rohkulturen 
zeigten keinerlei Schwarzung. Thermophile sulfatreduzierende Stamme konnten 
also aus den natiirlichen Bakterienassociationen der untersuchten Biotope nicht 
isoliert werden. 

Nach den ersten Rohkulturen wurden weitere unter Zusatz von Neomycin 
(10 mg/l) angelegt (Apams, persdnliche Mitteilung), um die Begleitorganismen zu 
unterdriicken. Zwei solche nacheinander herangewachsene Rohkulturen genigten, 
um sie mikroskopisch fast rein erscheinen zu lassen. Zur weiteren Isolierung wurde 
das Verfahren der ,,shakes‘‘ angewendet (PosTGaTE 1953). Bei anaerobem Bebriiten 
dieser ,,shakes“ traten bereits nach 2—4 Tagen auch in dem zuletzt beimpften 
Rohrchen vereinzelte, gut abgegrenzte, schwarze, kugelige Kolonien auf. Diese 
lieBen sich mittels einer Capillarpipette ausstechen, nachdem der Boden des ,,shake**- 
Rohrchens abgesprengt und der Agar in eine sterile Petrischale gedriickt worden 
war. Aerobe Verunreiniger waren in der oberen Agarzone, anaerobe Nichtsulfat- 
reduzierer im gesamten Agar als farblose Kolonien erkennbar. Bei direktem Uber- 
impfen zeigten die isolierten Kolonien gutes Wachstum in HLS-Nahrlésung, keines 
dagegen in HLS-Agar. Mehrfache Wiederholung der ,,shakes“ fiihrte rasch zu 
Reinkulturen. Der Reinheitstest erfolgte nach Posteate (1953) durch Ausstrich 
auf Platten mit GHPS-Agar, HLS-Agar, Blutagar und Glucose-Pepton-Agar, mit 
und ohne 2°/, NaCl, sowohl anaerob als auch aerob bei 30°C. 

igi 
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2. Beschreibung der Stimme 


A. Stamm ,,Sylt 3° 


a) Kolonieformen 


Die Stamme ,,Sylt 2“ und ,,Sylt 3‘ sowie ,,Plén 5° wuchsen auf sulfat- 
haltigem Agar in runden, erhabenen, scharf abgesetzten, durchscheinend- 
weiBlichen Kolonien mit glinzend-schleimiger Oberfliche. Bei Anwesen- 
heit von Fe im Agar waren diese Kolonien schwarz auf hellem Unter- 
grund, der sich rasch durch eindiffundierendes H,S dunkel verfarbte. 

Mit zunehmendem Alter 

* 4 e sanken die Kolonien in auf- 

te ‘ 5 “ & falliger Weise kraterartig 

y % 4 in den Agar hinein, der auch 

" @ in der Umgebung der 

Kolonien erweichte. Diese 

Erscheinung war nur bei 

gréBeren Kolonien zu _be- 

obachten, in deren un- 

mittelbarer Nahe sich der 

Agar intensiv gelb verfarbt 

hatte. Bedingt war diese 

Farbe durch _ geldsten 

Schwefel, der  infolge 

Oxydation des H,S ent- 

steht, bei gréBeren Kon- 

zentrationen aber mit 

Abb.1. Stamm ,,Sylt 3‘ in HLS-Nihrlésung. Ubersichtsbild weiken Hane austell, Aut 

bei 3900 facher VergréBerung eisenhaltigem Agar war das 

Zentrum der  Kolonien 

dunkel und gegen einen umgebenden hellen Ring scharf abgesetzt. 

Dieser wurde von einer nach auBen, in den Agar hinein diffus ver- 
schwimmenden Zone umgeben. 

Im Agar war die Lebensdauer der Zellen gré8er als in Nihrlésungen. 
Dies beruhte auf einer zunehmenden Konzentrierung der Kulturlésungen 
infolge EKindunstens. In den vor Verdunstung geschiitzten, hermetisch 
verschlossenen Rohkulturen waren ,,Sylt 2“ und ,,Sylt 3° noch nach 
2 Jahren vermehrungsfihig. 


. 


b) BegeiBelung 
Elektronenoptische Untersuchungen einer Reinkultur von ,,Sylt 3° 
lieBen bei geringer VergroBerung Vibrionen verschiedener Linge mit ein- 
heitlichem Durchmesser von etwa 0,7—0,9 w erkennen (Abb. 1). Gelegent- 
lich zeigten einzelne Zellen bei stiirkerer VergréBerung zwei polare 
GeiBeln, die — voneinander getrennt — durch die Zellmembran bis in 
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das Plasma zu verfolgen waren (Abb.2). Der GeiBeldurchmesser beweist, 
daB es sich nicht um eine Geibelaufspaltung handelt: Die oft wie zusam- 
mengeklebt erscheinenden GeiBeln (Abb.3) zeigen die Breite zweier 


Abb.2. Zelle von ,,Sylt 3° in HLS-Nihrlésung. Uranbedampft bei 35000 facher Vergroferung 


einfacher von je etwa 210 A. Dies kommt besonders deutlich zum Aus- 
druck, wenn die vereinigten Geifeln sich trennen. Der Besitz zweier 
GeiBeln ist sicher nicht charakteristisch fiir alle Zellen des untersuchten 
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Stammes. Andererseits ist es ebenso unwahrscheinlich, da die Zwei- 
geiBligkeit ein Artefakt darstellt. Entweder treten als Higenart des 
Stammes ,,Sylt 3°‘ unter eingeiBligen Zellen haufig solche mit zwei 
GeiBeln auf, oder es handelt sich um zwei verschiedene Klone, da ja die 
Isolierung nicht mit Sicherheit auf eine einzelne Zelle zuriickgefihrt 
werden kann. 


Abb.3 
GeiBelpaar einer Zelle von,,Sylt 3“ in HLS-Nihrlésung. Uranbedampft bei 32000facher VergréBerung 


Am GeiBelpol konnte ich haufig eine radiaire Struktur der Membran 
beobachten, die auf eine von Houwink (1953, 1956) bei einem Spirillum 
und einem Halobacterium festgestellte Anordnung von kugeligen Makro- 
molekiilen hindeutet. 


c) Schleimbildung 

Beim Ubergang von der Wachstums- in die Ruhephase verloren die 
Zellen von ,,Sylt 3° unter erheblicher Schleimbildung ihre Beweglichkeit. 
Am Grunde der Kulturlésungen waren dann simtliche Zellen in einer 
zihen Schleimmasse eingeschlossen. Nach lingerer Anzuchtdauer wurde 
auch die Kulturlésung viscés. Die Schleimbildung war von der Art des 
Substrats abhangig: Pyruvat verursachte eine gréBere Viscositaét als 
Lactat oder Malat. Qualitative Untersuchungen erbrachten einen deut- 
lichen Hinweis auf den Polysaccharidcharakter dieses Schleims. Der 
Nachweis von Zucker nach NELson-Somocy1 (Hoprs-SEYLER/THTER- 
FELDER 1955) fiel ohne Saéurehydrolyse schwach, nach Hydrolyse stark 
positiv aus. Diese Beobachtungen decken sich mit denen von GrossMAN 
u. PosteaTE (1955) und von SENEzZ (1953), daB halophile Desulfovibrio- 
Staémme hiiufig in starkem MaBe Polysaccharide bilden. 
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d) Anspriiche an Temperatur, pq und Kochsalz 


Die optimale Temperatur lag bei 37°C. Da die Intensitat der Substrat- 
oxydation und damit auch des Wachstums bei 30°C nur unwesentlich 
gegentiber 37°C verringert waren und BauMANN u. DENK (1950) ihre 
Untersuchungen bei 30°C vornahmen, wurden alle Versuche bei dieser 
Temperatur durchgefiihrt. Als Temperaturmaximum fiir ,,Sylt 3° ergab 
sich 41°C. Das Minimum wurde nicht bestimmt, doch fand noch bei 
+4°C eine sehr langsame SO,-Reduktion statt. 

Der px-Wert im natiirlichen Biotop betrug etwa 7,6—7,8. In Rein- 
kultur wuchs ,,Sylt 3°‘ zwischen px 6,0 und 8,8 mit einem Optimum von 
7,4—7,6. 

 »Sylt 2 und ,,Sylt 3° lieBen sich in Ubereinstimmung mit vAN DEL- 
DEN (1903) und RrrrenperG (1941) nicht ohne NaCl-Zusatz kultivieren, 
sondern zeigten in Medien geringer NaCl-Konzentration stets Plasmo- 
ptyse. Auch nach langerer Adaptation wuchs ,,Sylt 3“ nicht in Ab- 
wesenheit von NaCl. 


e) Stickstoffquelle 

Die zur Isolierung des Stammes ,,Sylt 3‘‘ verwendete LS-Nahrlésung 
enthielt als Stickstoffquelle allein NH,Cl. NH,* konnte nicht durch 
NO, oder NO, ersetzt werden, wohl aber durch Aminosauregemische 
wie Hefeextrakt, vitaminfreie Casaminosiuren und Fleischextrakt oder 
Pepton. Im Laufe der Untersuchungen wurde die Sulfatreduktion — 
und damit auch das Wachstum — immer geringer, wenn nicht Hefe- 
extrakt zugegen war. Ob diese zunehmende N-Heterotrophie auf Mangel 
an organischen N-Verbindungen oder an Vitaminen zurickzufthren war, 
wurde nicht entschieden. Mit den Befunden von ButLIN u. Mitarb. (1949) 
stimmte die Beobachtung iiberein, daB in festen Agarnaéhrbéden das 
Wachstum stets sehr gering war oder ausblieb, wenn Hefeextrakt fehlte. 


f) Eisenbedarf 


Desulfovibrio benotigt fiir optimales Wachstum nach Butuin u. Mitarb. (1949) 
etwa 7.5 uM/l Mohrsches Salz, nach PostGaTs (1956b) etwa 10 ~M/l. Meine 
Versuche haben ergeben, da fiir ,,Sylt 3“ ein Zusatz von 11 wM/1 Eisensulfat 
ausreicht. Die Stammkulturen und qualitativen Tests erhielten dagegen 2,5 mM/1 
Mohrsches Salz. 


g) Organische H-Donatoren 


Die Verwendung von Na-Lactat als H-Donator ist seit vAN DELDENS 
Untersuchungen (1903) beibehalten worden. Dennoch sind einige weitere 
Substrate wie z.B. Malat, Pyruvat oder Glucose (BEIJERINCK 1895, 
Baars 1930, Spnez 1951, 1954a, Guose 1955, GrossMAN u. PosTGATE 
1955) bekannt geworden. So wird nach Spnzz (1951) z. B. Pyruvat inten- 


siver als Lactat assimiliert, obgleich es als H-Donator weit weniger 
geeignet ist. Einige Versuche zeigten, daB in HLS-Nahrlosung mit 
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33,5 mM Lactat und 17—18,5mM Sulfat/l nach 14tagiger Versuchs- 
dauer etwa 72—74°/, des Sulfats reduziert werden. Diese Konzentra- 
tionen wurden daher fiir alle Versuche mit ,,Sylt 3°‘ beibehalten. 

Die Versuche gaben auch iiber das stéchiometrische Verhaltnis von 
gebotenem Lactat zu verbrauchtem Sulfat Aufschlu8. Einer Lactat- 
menge von 16,8 mM/I entsprach ein zu erwartender SO,-Verbrauch von 
8,4 mM/I. Es wurden 9,5 mM/1 reduziert, also etwas mehr, als der Theorie 

entspricht, da der zugesetzte 
Tabelle 2. Hignung verschiedener H-Dona- Hefeextrakt (0,5 g/l) als weiterer 
toren bei 30°C fiir die Sulfatreduktion durch WH-Donator wirkte. Demnach 
Desulfovibrio aestuarii, Stamm ,,Sylt 3° reduzierte auch ,,Sylt 3 1 Mol 


$0,-Verbrauch in 10 Tagen Sulfat durch 2 Mol Lactat. 


fi ere mM/I °ly Tab. 2 zeigt die Verwertbarkeit 
Tn an he Di ein a ee ae Caper soweiterer « 11. Donatiren: 
a sie ee Danach riefen Hefeextrakt + H, 
Lactat 6,86 39,0 = : - ; 
Pepton 4,87 27,7 allein bereits eine erhebliche 
Malat 3,97 22,6 Sulfatreduktion hervor, die von 
Athanol 2,89 16,5 keinem anderen H-Donator tiber- 
Eyeus ee sated 15,9 troffen wurde, selbst nicht von 
Fumarat 1,95 dot 
Gincose 1.33 76 Lactat. Pyruvat konnte das 
Formiat 0,22 ih Lactat nur zu 40°/, ersetzen, 
Acetat 0,05 0,3 wahrend Formiat, Acetat und 
Succinat —0,28 —1,6 


Succinat tiberhaupt nicht ge- 
eignet waren. Auch SENnzEz (1951) 
fand bei einem Desulfovibrio-Stamm cin 2:1-Verhaltnis fiir den 
Sulfatverbrauch mit Lactat und Pyruvat. AuBerdem erwies sich auch 
Malat als geeignetes Substrat, doch begrenzte es die SO,-Reduktion 
bereits erheblich. Malat wird auch von GrossMAN u. Post@aTE (1955) 
als geeigneter H-Donator genannt. 

Diese Versuche haben somit ergeben, daB eine Kombination von Hefe- 
extrakt mit Lactat (HLS-Nahrlésung) das fiir die SO,-Reduktion durch 
 Sylt 3° am besten geeignete Substrat ist. 


h) H-Acceptoren 


Die Untersuchungen iiber den brauchbarsten H-Acceptor fiir ,,Sylt 3 zeigten 
kolloidal gelésten Schwefel als ungeeignet. Dagegen war Sulfit dem Sulfat iiberlegen. 
Die Befunde von Posraarr (1951b) wurden damit fiir ,,Sylt 3‘ bestitigt. Auch 
Thiosulfat wurde rasch unter H,S-Bildung reduziert. Trotz der besseren Verwert- 
barkeit des Sulfits wurde das Sulfat vorgezogen, da es einfacher zu sterilisieren 
und exakter analysierbar ist. 


i) Oxydation molekularen Wasserstoffs 


Die Anzucht der sulfatreduzierenden Stéimme erfolgte fiir gewohnlich 
nach Buriqn u. Mitarb. (1949) in einer Atmosphire von H, + 1°/, (statt 
5°/o) CO,. Wahrend des Wachstums der marinen Stiimme war stets eine 
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Zunahme des Vakuums festzustellen. Der qualitative Test nach SISLER 
u. ZoBELL (1950) bestatigte diesen Hinweis auf die Fahigkeit meiner 
halophilen Stémme, H, zu oxydieren. 


k) Systematische Stellung des Stammes ,,Syli 3° 


Nach Brerery (1948, 1957) ist die Gattung Desulfovibrio durch den 
Besitz nur einer polaren GeiBel charakterisiert, doch erwahnen sowohl 
BEILJERINCK (1895) als auch STARKEY (1938) das Auftreten zweigeiBliger 
Zellen. In jiingster Zeit beschrieben ADAMS u. PosTGaTE (1959) die neue 
Art Desulfovibrio orientis, deren Zellen 1—2 polare GeiBeln aufweisen. 
Allerdings weicht diese Art von den bekannten Desulfovibrio-Species 
durch die Fahigkeit zur Sporenbildung erheblich ab. Es bleibt daher 
abzuwarten, ob sie auf die Dauer als echter Vertreter der Gattung Desul- 
fovibrio angesehen werden kann. Man darf vermuten, da manche Auto- 
ren infolge unzureichender Untersuchungstechnik die 2 polaren Geibeln 
tibersehen haben. 


, Sylt 3 gehort auf Grund aller seiner Eigenschaften der Gattung 
Desulfovibrio Kluyver u. van Niel an. Nach Berenys Manual (1957) 
kommt als Art nur D. aestuarii in Frage, wenngleich ,,Sylt 3°‘ nicht, wie 
fiir diese Art angegeben, Acetat oxydieren kann. Nun war gerade die Ver- 
wertbarkeit der Essigséure und weiterer Fettsiuren fiir Baars (1930) der 
AnlaB, die neue Art D. rubentschikii aufzustellen. Acetat kann nach ihm 
nur von dieser und nicht von D. desulfuricans verwendet werden. D. 
aestuarii ist nach Baars lediglich eine halophile Variante von D. desul- 
furicans und kann durch einfache Adaptation in diese Art zurtickgefiihrt 
werden. Somit ist nicht ersichtlich, warum Bercrys Manual (1957) fur 
D. aestuarii eine Acetatoxydation anfiihrt. 


Die von vaN DELpEN (1903) vorgeschlagene Zuordnung der marinen 
Microspira- (= Desulfovibrio-) Staémme zur Art M. aestuarii ist zwar in 
BrrceEys Manual (1957) noch beibehalten worden, doch finden sich zahl- 
reiche widersprechende Auffassungen. Baars (1930) konnte im Gegen- 
satz zu VAN DELDEN halophile Sulfatreduzierer an kochsalzfreie Bedin- 
gungen adaptieren und ebenso SiiBwasserformen an ein Wachstum mit 
3°/, NaCl. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Iya u. SREENIVASAYA (1945), 
Minter (1949) und Spnez (1951). Besonders LirTLewoop u. PostTGATE 
(1957) lehnen die Aufstellung einer gesonderten Art D. aestuarii ab, da 
diese eine physiologische Variante von D. desulfuricans sei. Das Aus- 
bleiben des Wachstums unter verdnderten NaCl-Konzentrationen sei 
vermutlich durch falsche Redoxeinstellung der Nahrmedien bedingt und 
habe so die Existenz unterschiedlicher Arten vorgetauscht. 


Unter Beriicksichtigung aller wesentlichen Arbeiten (BEIJERINCK 1895, 
VAN DELDEN 1903, Baars 1930, RITTENBERG 1941, Burrin u. Mitarb. 
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1949) wird ,,Sylt 3°‘ als Desulfovibrio aestuarii (van Delden) Kluyver u. 
van Niel angesehen. 


B. Sporovibrio desulfuricans 


Wie eingangs schon erwahnt, untersuchte ich auch sporenbildende 
Formen von Sulfatreduzierern, die sich morphologisch und physiologisch 
erheblich von den nicht sporenbildenden Staémmen unterscheiden. Die 
Existenz nicht miteinander verwandter Gruppen sulfatreduzierender 
Bakterien war daher auf Grund meiner Beobachtungen sehr wahrschein- 
lich. GrdBte Zweifel an der Zuordnung der thermophilen, sporenbilden- 
den Staémme zur Gattung Desulfovibrio (BERGEYs Manual 1957) ergaben 
sich auch nach kritischer Literaturdurchsicht (Exton 1925, Baars 1930, 
STARKEY 1938, Pritvor 1948). Erst im Laufe meiner Untersuchungen 
erschien dann die Arbeit von CAMPBELL u. Mitarb. (1957), die meine 
Zweifel bestatigte. Danach sind die bisher als Sporovibrio desulfuricans 
bekannten Sulfatreduzierer als Clostridium nigrificans identifiziert 
worden. 

Obwohl damit eine Klarung in der Abgrenzung der Arten eingetreten 
ist, méchte ich kurz auf meine eigenen Beobachtungen eingehen, da sie 
die Befunde von CampBELL u. Mitarb. bestitigen und erganzen. AuBer- 
dem hatte ich den thermophilen Stamm ,,Garden 55°* (NCIB Nr. 8351) 
aus England als Desulfovibrio desulfuricans mitgebracht, aber bei seiner 
Untersuchung feststellen miissen, daB hier offenbar eine andere Art vor- 
liegt. 

Als Substrat fiir die Stammkulturen diente GPS-Nahrlésung. Die Anzucht- 
temperatur betrug 55°C. Bereits nach 10—12 Std Bebriitung trat eine Schwarzung 
der Kulturl6sung durch FeS-Fallung auf. Schon nach 20—30 Std war die Sulfat- 
reduktion nahezu zum Stillstand gekommen, wenn auch nicht vollstindig. Die 
Sporen waren im Gegensatz zu den Zellen von Desulfovibrio weitgehend unempfind- 


lich gegen Sauerstoff. Dennoch erfolgte ein Wachstum nur unter anaeroben Be- 
dingungen. Gleiches gilt fiir den parallel untersuchten Stamm ,,Delft 74 7‘. 


a) Morphologie 

Die bei 55°C gewachsenen Kulturen zeigten nach 10 Std tiberwiegend 
ganz schwach gebogene, 0,4—0,7-+2,7—5,0u grofe Langstibchen 
(Abb.4). Vibrio- oder Spirillenformen wurden niemals beobachtet. Die 
Zellen hatten vielmehr groBe Ahnlichkeit mit Clostridien (Etton 1925, 
STARKEY 1938, CampsBecy u. Mitarb. 1957). Diese war noch deutlicher 
bei alteren Zellen mit bereits erkennbarer Sporenbildung. In diesem 
Altersstadium traten zuweilen die von Clostridien bekannten Spindel- 
formen auf. Daneben waren Langstaébchen erkennbar, deren Kriimmung 
im Bereich der sich bildenden Spore verstirkt ist (Abb. 4). Sporenbildende 
Zellen waren ganz allgemein stirker gekriimmt als vegetative oder solche, 
deren Sporen bereits entlassen sind. Die Vermutung, da die Sporen von 
Garden 55° gekriimmt seien, wird durch Abb.5 bestatigt. Die hier 
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sichtbare Spore besitzt deutliche Vibrioform. Altere, mehrere Tage alte 
Kulturen von ,,Garden 55‘‘ wiesen fast ausschlieBlich derart gekriimmte 
Sporen auf, wodurch vegetative Zellen mit Vibriocharakter vorge- 
tiiuscht werden. Die einwandfreie Identifizierung der sporenbildenden 
Sulfatreduzierer erfordert somit eingehende Sporen- und GeiBelunter- 
suchungen. 

In Abb.4 erkennt man auch die von EL10n (1925), SrARKEY (1938) und 
CAMPBELL u. Mitarb. (1957) beschriebene peritriche BegeifBelung. Diese 


Abb.4. Vegetative Zelle von,,@arden 55° in GPS-Nahr- Abb.5. Spore von ,,Garden 55° in 
lésung. Uranbedampft bei 15500facher VergroBerung GPS-Nihrlésung. Uranbedampft 
bei 19 000facher Vergroferung 


iiberwiegend seitlich inserierten Geifeln sind etwa 7 —12 4 lang. Ihre 
Zahl variiert zwischen 4 und 10. Die Beweglichkeit der vegetativen 
Zellen beschrankt sich zumeist auf Schwingungen und Drehungen ohne 
wesentliche Lokomotion (StaRKEY 1938). Die vibrioiden Gebilde waren 
dagegen niemals begeiBelt und deshalb unbeweglich. Die wesentlich 
groBere optische Dichte unterschied sie eindeutig von den vegetativen 
Zellen. Somit ist die Méglichkeit ausgeschlossen, daB die gekrimmten 
Sporen vegetative Zellen mit Vibriocharakter seien und da8 meine Kul- 
tur infolgedessen eine Mischkultur zweier Arten sei. 


b) Bedarf an essentiellen Wachstumsfaktoren 


Von den meisten Clostridium-Arten ist bekannt, daB sie auf die An- 
wesenheit bestimmter organischer Verbindungen wie Aminosauren, 
Purinderivate und Vitamine angewiesen sind, deren Konzentration in 
Hefeextrakt oder Pepton in der Regel optimale Wachstumsbedingungen 
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schafft. Auch der von mir untersuchte Stamm ,,Garden 55‘ verhielt sich 
so. Um dies zu klaren, habe ich zahlreiche Versuche mit verschiedenen 
Nahrlosungen und Zusitzen angestellt, auf die hier nicht weiter eingegan- 
gen sei. Sie haben ergeben, daB ,,Garden 55° optimales Wachstum nur in 
Gegenwart von Pepton zeigte. Hefeextrakt iibte einen ahnlich fordernden, 
wenn auch etwas geringeren Einflu8 aus. Ein Gemisch von Casein-Amino- 
siuren wirkte nur in begrenztem Mae stimulierend und erreichte auch 
nach Zusatz von verschiedenen Wuchsfaktoren wie Adenin, Uracil, Pyri- 
doxin, Pantothensaure, Biotin und Folsaure nicht die Wirkung des Hefe- 
extrakts. ,,Garden 55“ ist also, im Gegensatz zu Desulfovibrio, ein streng 
heterotropher Sulfatreduzierer. 


c) Temperatur 


Fiir die sporenbildenden, thermophilen Sulfatreduzierer wird eine 
optimale Temperatur von 55°C angegeben (EL10on 1925, Baars 1930, 
STARKEY 1938, CAMPBELL u. Mitarb. 1957). Um den Unterschied gegen- 
tiber Desulfovibrio herauszustellen, ist es also wesentlich, ob Wachstum 
oder Sulfatreduktion auch unter 55°C stattfinden. Um dies zu priifen, 
wurden Kulturen von ,,Garden 55° und ,,Delft 74 T** in GPS-Nahr- 
lésung bei 30, 837 und 45°C bebriitet. Die Schwarzung des Substrates ver- 
zogerte sich bei diesen Temperaturen gegentiber der Anzucht bei 55°C. 
Die iiblicherweise zu beobachtende Triibung der Nahrlésung als sicherer 
Indicator fiir gutes Wachstum blieb aus. Dennoch erfolgte eine Zellver- 
mehrung in geringem Umfang, die bei 30°C am geringsten war. Diese 
Befunde decken sich mit denen von Baars (1930), dessen thermophile 
Stémme erst nach langerer Adaptation an 30°C ausreichendes Wachstum 
zeigten. 

d) Systematische Stellung von Sporovibrio desulfuricans 

Eton (1925) gab als erster Autor Kenntnis von der Existenz sporen- 
bildender, thermophiler Sulfatreduzierer. Er bildete den von ihm isolier- 
ten Vibrio thermodesulfuricans als leicht gekriimmtes Bakterium ab und 
hielt ihn der Form nach fiir identisch mit Spirillum desulfuricans von 
BrIJERINCK u. VAN DELDEN. Die von ButsERINcK (1895) gezeichneten 
Zellen sind aber stark gekriimmte Vibrionen oder Spirillen, so daB die 
Folgerung von Ex1on unrichtig ist. Vermutlich war sein Vibrio thermo- 
desulfuricans identisch mit Sporovibrio desulfuricans = Clostridium nigri- 
ficans. 

Baars (1930) konnte die von ihm bei 30°C isolierten Sulfatreduzierer 
an ein Wachstum bei 55°C adaptieren. Ebenso vermochten sich seine 
thermolabilen Stimme nach Adaptation bei 30°C zu entwickeln. Er 
schloB daraus auf Identitét seiner thermophilen und mesophilen Staémme. 
Kinige seiner Abbildungen zeigen jedoch in der GréBe so stark abwei- 
chende Formen, daB es schwer fallt, an eine Reinkultur zu glauben. Es 
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hat vielmehr den Anschein, als seien zwei verschiedene Sulfatreduzierer 
untersucht worden. Nach der heutigen Auffassung dtirfte auch hier eine 
Mischkultur von Desulfovibrio mit Sporovibrio = Clostridium vorgelegen 
haben. 

Von den einwandfrei als Desulfovibrio identifizierten Sulfatreduzierern 
ist ein Wachstum oberhalb 45°C nicht bekannt. Hine Adaptation thermo- 
philer Sulfatreduzierer an 37 und 30°C lassen die Untersuchungen von 
Baars (1930) und SrarKeEy (1938) sowie eigene mit ,,Garden 55° und 
, Delft 74 T erkennen. Obwohl diese ihren natiirlichen Biotopen selten 
hoheren Temperaturen als 25—30°C ausgesetzt sind, entwickeln sie sich 
in Reinkultur nur z6gernd in diesem Temperaturbereich. Eine bei 30°C 
isolierte Mischkultur von thermo- und mesophilen Stémmen 1a8t sich 
dagegen ohne weiteres an 55°C adaptieren. Die Thermophilen liegen dann 
schlieBlich als Reinkultur vor, da Desulfovibrio so hohe Temperaturen 
nicht iiberlebt. Nach Riickgewohnung an 30°C ist ein Wachstum zwar 
moglich, doch nicht mehr so intensiv wie das der Mischkultur. Die Uber- 
fiihrung einer mesophilen in eine thermophile Kultur ist daher solange 
kein Beweis fiir die Existenz eines thermisch adaptierbaren Stammes, 
als nicht ihre absolute Reinheit erwiesen ist. Solche Versuche sollten 
daher mit Einzellkulturen angestellt werden. 

AuBer Baars (1930) glaubte auch StarKEY (1938) seine polar begei- 
Belten Vibrionen und peritrichen, sporenbildenden Langstaébchen zu 
einer Art zusammenfassen zu miissen. Auch er schrieb die Umwandlung 
der Sporenbildner in nicht sporenbildende Formen und umgekehrt allein 
dem Temperatureinflu8 zu. Diese offensichtliche Unterschatzung seiner 
morphologischen Befunde verleitete Starkey, fiir die sporenbildenden 
,Vibrionen“ die neue Gattung Sporovibrio einzufithren. Typischer Ver- 
treter war die Art Sporovibrio desulfuricans. 

Aber auch bei 30°C erhielt SrarkEy (1938) in Kulturen seiner polar 
begeiBelten, vibrioférmigen Sulfatreduzierer eine Sporenbildung. Diese 
Erscheinung war bisher nur schwer zu deuten. Wie ich aber schon 
erwaihnte, beschrieben vor kurzem Apams u. PostcatTE (1959) einen 
neuen Sulfatreduzierer, Desulfovibrio orientis (n. sp.), der optimal bei 
30 —37°C wiichst und Sporen bildet. Oberhalb 42°C findet kein Wachs- 
tum statt. Nach der Nomenklatur von Prfivor (1957) ware dieser Orga- 
nismus als Sporovibrio orientis zu bezeichnen, doch halten ADAMS u. 
Posreate (1959) die Benennung als Desulfovibrio orientis trotz der 
Sporenbildung fiir gerechtfertigt. Sollte in SrarkEys Kulturen neben 
Clostridium nigrificans und Desulfovibrio desulfuricans auch noch D. 
orientis vorhanden gewesen sein, wiirde dies alle seine Befunde erklaren. 

Die weitverbreitete Ansicht, da8 Mikroorganismen gleicher physio- 
logischer Eigenschaften auch in systematischer Hinsicht enge verwandt- 
schaftliche Beziehungen aufweisen miBten, hat in der Gruppe der 
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Sulfatreduzierer zu groBer Verwirrung gefiihrt. Vermutlich lassen sich viele 
bisher einander widersprechende Befunde auf fehlende verwandtschaft- 
liche Beziehungen der untersuchten Stéimme zuriickfihren. Die von 
CAMPBELL u. Mitarb. (1957) geforderte Umbenennung der sporenbilden- 
den, thermophilen und bisher als Sporovibrio desulfuricans bezeichneten 
Sulfatreduzierer in Clostridium nigrificans wird jedenfalls durch meine 
Befunde an ,,Garden 55‘ und ,,Delft 74 T** voll unterstiitzt. 


3. Nitratammonifikation durch Sulfatreduzierer 


A. Desulfovibrio-Stémme 


Wie in der Einleitung schon erwahnt, sind nach BAUMANN u. DENK 
(1950) die Sulfatreduzierer zu einer Reduktion von Nitrat zu Ammoniak 
imstande. Nach dem heutigen Stand unseres Wissens ist aber die Rein- 
heit des von diesen Autoren benutzten Bakterienstammes zweifelhaft. 
Auch liegen keine Anhaltspunkte dafiir vor, daB dieser ein thermophiler 
Sporenbildner war, also Clostridium nigrificans angehérte. Die Befunde 
lassen vielmehr auf Desulfovibrio schlieBen. Ich priifte deshalb zunachst 
verschiedene Stéimme dieser Art auf ihr Reduktionsvermégen fiir Nitrat. 
Dabei folgte ich in den Kulturbedingungen weitgehend den Angaben von 
BAUMANN u. DENK (1950). 

a) Versuch 1 

Nach den Angaben dieser Autoren eilt die Nitratreduktion dem Sulfat- 
abbau zeitlich voraus. Diese wird also verzégert. Ich versuchte daher 
zunachst zu klaéren, ob Nitrat irgend einen Einflu8 auf die Sulfatreduk- 
tion ausiibt. 

Die LS-Nahrlésung erhielt einen Zusatz von 1 g KNO,/1 (=LSN-Nahr- 
losung) und wurde nach Beimpfen unter 0,5 atm H, + 1°/, CO, bei 30°C 
bebrtitet. Sowohl ,,Plén 5°, ,,Sylt 2°, ,,Sylt 3° als auch ,,Canet 41° und 
New Jersey SW 3° wuchsen jedoch vollig unveraindert heran. Nach 
14 Tagen hatten die Sylter Stiémme die gesamte SO,-Menge reduziert. 
Es lieB sich weder eine Zunahme des NH3-Gehaltes noch eine Abnahme 
der NO;-Menge feststellen. Kin EinfluB des KNO, auf die SO,-Reduktion 
war somit nicht erkennbar. 

b) Versuch 2 

Da die Nitratreduktion durch adaptive Enzyme gesteuert wird (vAN 
OLDEN 1940, ALLEN u. VAN NreEL 1952, KLUyvER u. VERHOEVEN 1954, 
BaaLsruD u. Baatsrup 1954 u.a.), nahm ich aufeinander folgende 
Passagen meiner Bakterienstimme in der LSN-Nahrlésung vor in der 
Hoffnung, sie zu einer Nitratreduktion zu erziehen. Sodann wurde auf 
die Nitrat-Lactatnihrlésung von BauMANN u. DENK iibergeimpft, die 
also weder SO,~~ noch NH,* enthielt. Als Eisenquelle diente an Stelle des 
Mohrschen Salzes FeCl,. Die beimpften Suspensionen lieBen jedoch keine 
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Zellvermehrung erkennen. Selbst in einer Nahrlésung, in der die noch 
verbliebenen SO,-Spuren so weitgehend wie nur méglich entfernt worden 
waren, unterblieb jegliches Wachstum. Unter diesen Bedingungen konnte 
das Nitrat weder als N- Quelle noch als H-Acceptor fiir den Lactatabbau 
dienen. 


c) Versuch 3 


Um zu priifen, ob Desulfovibrio NO,;- in Gegenwart von SO,-~ als 
N-Quelle verwenden kann, wurde NH,-freie LSN-Nahrlésung mit an 
NO, gewohnten Zellen beimpft. Bei der ersten Kinsaat zeigte sich bei 
_ Sylt 2, ,,Sylt 3° und ,,Canet 41°‘ noch eine kraftige SO,-Reduktion, 
obschon ein Wachstum kaum erkennbar war. Bei ,,Plén 5‘ und ,,New 
Jersey SW 3 blieb auch die SO,-Reduktion véllig aus. Nach erneutem 
Uberimpfen war die SO,-Reduktion stark verlangsamt, aber noch 
erkennbar. Nach weiteren Ubertragungen unterblieb die SO,-Reduktion 
jedoch ganzlich. Offenbar wurde beim jeweiligen Uberimpfen die Zell- 
menge immer geringer, so da8 ein Wachstum nicht mehr erkennbar war. 
Auf diese Weise lieB sich somit die Ausnutzung des Nitrats als N- Quelle 
nicht erreichen. 

d) Versuch 4 

Von Sister u. ZOBELL (1951) und Prcutnory (persénliche Mitteilung 
1957) ist eine N,-Bindung durch Desulfovibrio festgestellt worden. Sollten 
auch ,,Sylt 2“ und ,,Sylt 3° dazu befahigt sein, hatte ein Wachstum in 
der obigen LSN-Nahrlésung unter N, eintreten miissen. In mehreren 
hintereinander folgenden Ansatzen fand indes niemals eine Entwicklung 
statt. N, schied damit ebenfalls als N-Quelle fiir die hier gepriiften 
Desulfovibrio-Stémme aus. 

e) Versuch 5 

Vielleicht war zunachst eine Starthilfe in Form von NH;,¢ erforderlich, 
damit spater auch Nitrat als N- Quelle verwendet werden konnte. Um das 
zu priifen, stellte ich den folgenden Versuch an: Die NH,Cl-Menge in der 
LSN-Nahrlésung wurde auf 10 mg/l vermindert. Nach Uberimpfen 
begann die Entwicklung in der gewohnten Weise, blieb aber dann hinter 
den Kulturen in LSN-Nahrlésung zuriick. Die Zellmenge war stark redu- 
ziert. Sie war also von der NH,-Menge abhingig, dagegen offensichtlich 
nicht vom Nitrat. 

f) Versuch 6 

Um festzustellen, wie die SO,-Reduktion bei der nur kleinen NH,Cl- 
Gabe verliuft, wurden quantitative Untersuchungen mit ,,Sylt 2", 
Sylt 3°, ,,Plén 5° und ,,Canet 41‘ angestellt. Wahrend ,,Sylt 3 in 
normaler LS-Nahrlésung das gebotene Sulfat nach etwa 15 Tagen quan- 
titativ reduziert, wurden in LSN-Nahrlésung mit 10 mg NH,Cl (Ansatz A) 
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in 21 Tagen nur 31,7°/, SO, abgebaut (Tab.3). In Ansatz B unter 0,5 atm 
H, bzw. 0,5 atm N, waren noch nach 36 Tagen kaum 50°/, bzw. etwa 25°/o 
des Sulfats verschwunden. Mit 20 mg NH,(C1/l (Ansatz C) war die SO,- 
Reduktion unter H, nach 50 Tagen beendet, waihrend unter N, noch ein 
Rest von etwa 10°/, Sulfat iibrig blieb. Entsprechend verhielten sich die 
iibrigen Staémme. Auch dieser Versuch weist wieder deutlich auf H,-Oxy- 
dation durch ,,Sylt 3‘ hin. 


Tabelle 3. Sulfatreduktion durch ,,Sylt 3“ in LSN-Néhrlésung unter H, + 1°/) CO, 
sowie unter N, bei 30°C 


SO,-Ausgangs- 


konzentration in 15,90 
mM/1 
hana SO,-Reduktion nach 21 Tagen in LSN- 
erat, Nahrlésung mit 10 mg NH,Cl/l unter H, 
in mM/I 5,04 
in Prozent 5 By 
SO,-Ausgangs- 
konzentration in 14,86 
mM/I 
SO,-Reduktion nach 36 Tagen in LSN- 
RRS Nahrlésung mit 10 mg NH,Cl/I 
unter H, / 
a b | unter N, 
in mM/1 7,82 7,39 3,88 
i _ in Prozent 44,7 | 48,6 25,5 
SO,-Ausgangs- } 
konzentration in 15,36 
mM/1 
$O,-Reduktion nach 50 Tagen in LSN- 
Agana Nahrlésung mit 20 mg NH,Cl/l 
Ane, || hall tert, | unter N, 
inmM/l 15,36 13,69 
in Prozent 100,0 89,2 " 


g) Versuch 7 
Ks sollte gepriift werden, wie sich meine Stimme in Gegenwart von 
Nitrat verhalten, wenn ihnen neben 10mg NH,Cl/l und Lactat noch 
Pyruvat, Malat oder Succinat geboten wurden. Mit Lactat waren nach 
21 Tagen lediglich 25°/, SO, reduziert worden, in Gegenwart der iibrigen 
Substrate noch bedeutend weniger. Im wesentlichen lag eine Ruhe- 
atmung vor. Die Sulfatreduktion verlief aus Mangel an assimilierbarem N 
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unter N, und H, sehr langsam, wenn auch mit der Zeit quantitativ. Kine 
Nitratreduktion war unwahrscheinlich, weil die zugefiigte Lactatmenge 
stéchiometrisch der Reduktion des abgebauten Sulfats entsprach. Fir 
eine zusatzliche NO3-Reduktion fehlte somit der H-Donator. Auch konn- 
ten durch erneute qualitative Tests weder Abnahme des NO;- noch 
Zunahme des NH,-Gehaltes festgestellt werden. 

Um aber zu eindeutigen Aussagen zu gelangen, nahm ich quantitative 
NH,- und NO,-Bestimmungen vor. Diese lieBen einen Verbrauch nur des 
NH,-N erkennen. Nitrat war in keinem Fall reduziert worden. Die von 
BAUMANN u. DENK (1950) bei Sporovibrio desulfuricans beobachtete 
Nitratammonifikation lie8 sich an den von mir gepriiften 4 Stammen von 
Desulfovibrio somit nicht reproduzieren. 


h) Versuch 8 


Da sowohl KtuyveR u. VERHOEVEN (1954) als auch — auf Grund 
personlicher Mitteilungen — Smnnz (1956) und Prcuntnoty (1957) die 
Synthese einer adaptiven Nitratreduktase nur nach Wachstum in Gegen- 
wart von Hefeextrakt beobachtet hatten, versuchte ich das gleiche mit 
den Stimmen ,,Sylt 2“ und ,,Sylt 3° durch fortlaufende Kultur in 
HLSN-Nahrloésung zu erreichen. Im ganzen wurden 9 Subkulturen 
durchgefiihrt, ohne daB irgendwelche Anzeichen auf eine Nitratreduktion 
schlieBen licBen. Wachstum und Sulfatreduktion blieben durch das 
Nitrat in Konzentrationen von 0,5 und 1,0 g/l unbeeinfluBt. Quantitative 
NO,- und NH,-Bestimmungen zeigten, daB eine Nitratammonifikation 
auch unter diesen Bedingungen ausblieb. Damit waren alle Versuche 
fehlgeschlagen, eine Nitratammonifikation durch Desulfovibrio desulfuri- 
cans und D. aestuarii herbeizufihren. 


B. Clostridium mgrificans 
Die nachsten Versuche sollten das Verhalten des Stammes ,,Garden 55° 
gegeniiber Nitrat klaren. Schon in orientierenden Vorversuchen hatte ich 
festgestellt, das dieser in der peptonhaltigen GPS-Nahrlosung mit einem 
Zusatz von 1 g KNO,/1 unter N, bei 55°C unverandert wuchs. Die nach 
4 Passagen in dieser GPSN-Nahrlosung herangewachsenen, an Nitrat 
gewohnten Kulturen dienten daher als Impfgut fiir die nichsten Versuche. 


a) Versuch 9 


Es sollte festgestellt werden, ob in einer SO,-freien Nahrlosung folgen- 
der Zusammensetzung Wachstum méglich sei: Glucose 10,0 g; Pepton 
5,0 g; Hefeextrakt 1,0 g; KNO; 1,0 ¢; K,HPO, 0,5 g; MgCl, 0,4 g; CaCl, 
0,075 g; FeCl, Spur; aqua dest. 1000 ml. Beimpft wurde mit 25 ul der 
oben erwahnten Kultur. Ein Wachstum wiirde bedeuten, daB Nitrat die 
Funktion des Sulfats als H-Donator der Substratoxydation tibernehmen 
kann. Ein Wachstum war aber nicht erkennbar. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 35 12 


170 Kuavus STUven: 


Nach 11 Tagen wurden daher 10,3 mM Na,SO,/l zugefiigt. Bereits 
4 Std spater zeigte zunehmende Triibung beginnendes Wachstum an. 
Nach 48 Std war das Sulfat quantitativ reduziert. Die anschlieBend vor- 
genommene N-Bestimmung zeigte keinen NO,-Verbrauch an (Tab. 4). 
Statt dessen war etwas NH, verschwunden. Das Ergebnis gibt somit 
keinen Hinweis dafiir, ob ,,Garden 55‘‘ Nitrat als N-Quelle oder als 
H-Acceptor verwendet. 


Tabelle 4 
Verbrauch von NH,- und NO,-N in Glucose-Pepton-Hefeextrakt-Sulfat-Nahrlésung 
11 Tage sulfatfrei, anschlieBend 2 Tage in Gegenwart von SO, mit Stamm 
Garden 55 unter N, bei 55°C bebriitet 


Milligramm N/1 


unbeimpft beimpft | Mittel | Differenz 
NH,-N 96,9 | 91,8 | 84,6 88,2 — 8,7 
| | 
NH,-N % | - | 
2 os 
+No,-N 01,3 197,0 | 185,6 | 191,3 | 10,0 
NO,-N 104,4 106.2 <9 vill Oey [ome A091 olen ee eemlee 


b) Versuch 10 


Ein anderes Ergebnis zeigte sich jedoch, wenn das Pepton fortgelassen 
und mit folgender Nahrlésung gearbeitet wurde: Glucose 10,0 g; Hefe- 
extrakt 1,0 ¢; Na.SO,-7H,O 3,4 g; MgSO,-7H,O 1,5 g; KNO, 0,75 g; 
K,HPO, 0,5 ¢; FeSO, Spur; Leitungswasser 1000 ml. Wachstum und 
Sulfatreduktion verliefen rasch und intensiv. Nach 7 tagiger Kulturdauer 
waren auBer 6,5°/) NH,-N auch 16,4°/, des Nitrats verschwunden (Tab. 5). 


Tabelle 5. Verbrauch von NH;- und NO,-N in Glucose-Hefeextrakt-Ndhrlésung 
7 Tage mit ,,Garden 55‘ unter N, bei 55°C bebriitet 


Milligramm N/1 


unbeimpft beimpft Mittel Differenz 

jo NHeNinl outset hse 02 | 08 | 0,5 — 6,5 
NH,-N | er 

TNO, N 110,6 | 86,8 88,6 | 87,7 —22,9 

NO,-N 103,6 86,6 jee 87,2 —16,4 


ce) Versuch 11 


Nitrat kann nur verschwinden, wenn eine Reduktion stattfindet, sei es 
tiber Nitrit zu Ammoniak, das assimiliert werden kann, sei es bis zum 
freien N,. Da sich aus methodischen Griinden die HLS-Nahrlésung (z. B. 
schéiumt sie nicht) besser als die in Versuch 10 verwendete Nahrlésung 
dazu eignet, diese Frage zu lésen, stellte ich mit ihr einen entsprechenden 
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Versuch an. HLS-Nahrlésung mit 0,5 g KNO,/l wurde mit nitratgew6ohn- 
ten Zellen beimpft und nach 12 Tagen auf ihren NH,- und NO,-Gehalt 
gepriift. Das Ergebnis findet sich in Tab.6. Wieder waren sowohl NH,- 
als auch betrachtliche NO,-Mengen aus der Niahrlésung verschwunden. 
Der GréBenordnung nach stimmte die NO,-Abnahme etwa mit der in 
Versuch 10 beobachteten tiberein. 


Tabelle 6. Verbrauch von NH,- und NO,-N in 12 Tagen in HLSN-Néhrlosung 
(0,5 g KNO,/l) mit ,,Garden 55“ unter Ny bet 55°C 


Milligramm N/1 


unbeimpft beimpft Mittel Differenz 


Um sicher zu gehen, daB die Abnahme der Nitratmenge nicht durch N-Verluste 
als Folge einer N,-Bildung aus Nitrit und Aminosauren vorgéetauscht wurde, fiihrte 
ich NH,- und NO,-Bestimmungen mit folgenden reinen Lésungen durch: NH,NO, 
allein, NH,NO, und Asparagin (0,2 g/l) und NH,NO, und Hefeextrakt (1 g/l). Die 
NH,- bzw. NO,-Konzentrationen stimmten mit denen in meinen Versuchen tiber- 
ein. Es zeigte sich, daB weder Asparagin noch Hefeextrakt die Nitratbestimmung 
beeinfluBten. 


d) Versuch 12 


Es wurde bereits darauf hingewiesen, daB KLUyvER u. VERHOEVEN 
(1954), SeNEz (persénliche Mitteilung 1956) und Picutnoty (persdnliche 
Mitteilung 1957) bei den von ihnen untersuchten Bakterienstammen 
eine Nitratreduktion nur dann beobachten konnten, wenn diesen aus- 
reichende Mengen von organisch gebundenem N zur Verfiigung standen. 
Auch in meinen Versuchen mit 1 g Hefeextrakt/1 (Versuch 10 und 11) 
hatte sich eine deutliche Abnahme des NO,-Gehaltes gezeigt. Betrug 
dagegen die Hefeextraktkonzentration nur 63 mg/l wie im vorliegenden 
Versuch, trat keine Verminderung des Nitratgehaltes ein, einerlei ob 0,5 
oder 1,5 g KNO,/1 angeboten wurden (Tab.7) bzw. ob die Nahrlosung 
mehr oder weniger NH, enthielt. 

Die im Ansatz A beobachtete NH;-Assimilation von 7,6 mg trat in 
etwa dem gleichen Umfang ein, wenn die Nahrlosung nitratfrei war. 


e) Versuch 13 


In Gegenwart groBerer Mengen von Hefeextrakt war die NO,- 
Abnahme jedoch nicht regelmaBig zu beobachten, sondern blieb zuweilen 
vollig aus oder zeigte schwankende Werte. Das geht aus dem folgenden 
Versuch hervor (Tab.8). In Ansatz A verschwanden etwa 38°/, des 
urspriinglich vorhandenen Nitrats, ohne daB eine aquivalente Menge an 

12% 
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NH, gebildet wurde. Nitrit lieB sich nicht nachweisen. Nimmt man an, 
daB das Nitrat reduziert wurde, so war das entstandene NH, entweder assi- 
miliert worden, oder aber die Reduktion fiihrte zu gasformigen Oxyden 
des Stickstoffs oder zu N, selbst. 


Tabelle 7. Verbrauch von NH, bzw. NO, nach 10 Tagen in LSN-Ndhrlosung mit 63 mg 
Hefeextrakt/l unter N, bei 55°C 
Beimpft mit ,,Garden 55° 


Milligramm N/1 


unbeimpft | beimpft Mittel | Differenz 
Ansatz A NH,-N 18,8 10,4 12,0 tie? —7,6 
(05g KNO,/l |, NHN] 963 88,8 89,9 89,4 6,9 
“- 63 mg Hefe- |‘ NO,-N Bde se fd Pa bl A) oaks 
extrakt/1) NO,-N 77,5 78,4 77.9 78,2 +0,7 
Ansatz B NH,-N 2,2 0,3 — — —1;9 
(1,5 ¢ KNO,/l_ |, NH,-N x = ” 
‘63 mg Hefe- |TNO,N | 206.9 203,5 3,4 
extrakt/1) NO,-N 204,7 203,2 — | — —1,5 


Tabelle 8. Verbrauch von NH,- und NO,-N in HLSN-Ndhrlésung durch ,,Garden 55“ 
Anzucht 7 Tage unter N, bei 55°C 


Milligramm N/1 


unbeimpft beimpft | Mittel | Differenz 
NH,-N 5,3 8,1 8,4 9,0 8,5| + 32 
Ansatz A |4NHsN} i344 93.8 93,2 93,2 93,4 —41,0 
NO,-N 
NO-,N | 139,7 | 101,9 | 101,6 | 102,2 | 101,9| —37,8 
NH,N | 13,7 59,6 57,6 ie 58,6 | +44.9 
Ansatz B|+NHsN | i615 | 163.5 | 160,2 — 161,9 | + 0,4 
NO,-N | | 
NO,-N | 147,8 | 103,9 | 102,6 sty dpr0a 3 kay 


Dagegen hatte sich in Ansatz B eine dem reduzierten NO, entspre- 
chende NH,-Menge gebildet. Da dieser Ansatz mit bedeutend weniger 
Zellen beimpft worden war, bestand hier vielleicht ein Zusammenhang. 
Das Wachstum verlief namlich bedeutend langsamer als in A, so daB hier 
das aus der Nitratreduktion stammende NH, woméglich zum gréBten 
Teil liegen blieb. Diese Frage kann jedoch nur durch N-Bilanzversuche 
beantwortet werden. Wie spiter noch gezeigt wird, sind N-Verluste unter 
den von mir gewahlten Versuchsbedingungen durchaus méglich. 

Die Versuche mit ,,Garden 55°* haben somit gezeigt, daB dieser Stamm 
Nitrat hochstwahrscheinlich reduziert. Voraussetzung ist die Anwesen- 
heit ausreichender Mengen von Hefeextrakt. Da das Nitratreduktions- 
vermogen deutlicher ist, wenn die Kulturen langere Zeit in Anwesenheit 
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von Nitrat herangezogen werden, scheint Adaptation vorzuliegen. Aller- 
dings berichten weder STaRKEY (1938) noch CampBELL u. Mitarb. (1957) 
von einer Nitratreduktion durch Sporovibrio desulfuricans = Clostri- 
dium nigrificans. 


C. Nitritreduktion durch H,S 


Nitratreduktion, gleich welcher Art, fiihrt immer iiber Nitrit. Wtirde 
es daher gelingen, dieses nachzuweisen, wire das ein weiteres wichtiges 
Argument fiir die Fahigkeit von ,,Garden 55“, Nitrat zu reduzieren. Da es 
aber in den Kulturen niemals nachgewiesen werden konnte, war es unter 
Umstinden sogleich weiter reduziert worden. Tatsachlich existiert eine 
Anzahl von Clostridien, die Nitrit zu reduzieren vermégen (Cl. perfrin- 
gens, Cl. acetobutylicum, Cl. flavum, Ol. laniganii, Cl. felsineum, Cl. rosa- 
rum und andere mehr). 


a) Versuch 14 


Ich priifte daher die Eignung des NO, als H-Acceptor fiir Cl. nigrifi- 
cans. Zu diesem Zweck erhielt die HLSN-Nahrlosung einen Zusatz von 
100 mg/l NaNO,. Die Anzucht erfolgte in Gegenwart von H,S bei 55°C 
unter N,. Nach etwa 2—3 Std farbten sich die klaren, hellgelben Kultur- 
lésungen tiefgelb und behielten diese Farbe etwa 1—2 Tage. Dann setzte 
unter allmahlicher Entfarbung eine starke Triibung ein. Diese war aber 
kein Indicator fiir das Zellwachstum, denn nach 7 Tagen war weder eine 
SO,-Reduktion noch eine Zellvermehrung eingetreten, obwohl das Nitrit 
fast quantitativ verschwunden war (Tipfeltest). Eine Wiederholung des 
Versuches fiihrte zu dem gleichen Ergebnis. 


b) Versuch 15 


Da die Méglichkeit bestand, daB die Bakterien durch das Nitrit am 
Wachstum gehindert wurden, priifte ich den EinfluB abgestufter Nitrit- 
konzentrationen. Das Ergebnis ist aus Tab.9 ersichtlich. 

Die Sulfatreduktion wurde bei einer Nitritkonzentration von 100 mg/l 
véllig und bei 50 mg/l zu 14°/, gehemmt. Die Grenzkonzentration, die 
noch eine 100°/,ige Hemmung der Sulfatreduktion bewirkte, lag zwischen 
62,5 und 75,0mg NaNO,/l. Nach Versuchsende lieB sich jedoch das 
zugefiigte Nitrit in keinem der Versuchsansiitze mehr nachweisen. Die 
gebildete Zellmenge war, wie die mikroskopische Priifung zeigte, nur der 
reduzierten SO,-Menge, nicht aber der verschwundenen Nitritmenge 
proportional. Daraus folgt, daB das NO,~ keineswegs mit dem Sulfat um 
den Substratwasserstoff konkurrierte, sondern die Sulfatreduktion 
hemmte. Der Mechanismus dieser Hemmung lieB sich im Rahmen dieser 
Untersuchungen allerdings nicht klaren. 


Ratselhaft blieb zunaichst das Schicksal des Nitrits. Da es in jeder gebotenen 
Konzentration, ob mit oder ohne Zellwachstum, verschwunden war, muBte ein rein 
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chemischer ProzeB vorliegen. Eigens dazu angesetzte Versuche mit unbeimpfter 
HLSN-Nahrlésung lieferten das gleiche Resultat: Triibung der Lésung und Ver- 
schwinden des Nitrits. Die anfanglich auftretende intensive Gelbfarbung lieB sich 
eindeutig auf die Bildung von elementarem Schwefel durch Oxydation des H,S 
seitens des Nitrits zuriickfiihren. 


Tabelle 9. Hinflup abgestufter NO-,-Konzentrationen auf die Sulfatreduktion durch 
, Garden 55° in HLSN-Ndhrlosung 
Anzucht in H,S-haltiger N,-Atmosphare bei 55°C 


SO,-Reduktion 


NO,-Konzen- 
tration nach 7 Tagen nach 5 Tagen 
tie mM/l °l, oiMA.« | °l, 
0,0 17,60). Yorgeinhh Sister rig 
10,0 16,00 91,0 12,92 70,1 
50,0 15,04 83,6 12,10 65,7 
~ 62,5 — = 11,16 60,6 
75,0 — = 0,02 0,1 
100,0 0,00 0,0 0,00 0,0 
SO,-Aus- | | | 
gangskonzen- 18,00 100,0 18,42 100,0 
tration 


Damit war gezeigt, daB die biologische Sulfatreduktion auch zu einer rein 
chemischen Nitritreduktion durch das entstehende H,S fiihrt. Als Reaktions- 
produkte kommen nur N,O oder N, in Frage, da weder NH, noch NH,OH nach 
Versuchsende in der Lésung nachzuweisen waren. Folgendes Reaktionsschema ware 
denkbar: 

2H,S + 2 HNO, > N,O + 2S + 3 H,0 oder 


3H,S + 2 HNO, > N,+3S8+44H,0. 


Welcher dieser beiden Wege verwirklicht war, wurde nicht gepriift. Jedenfalls 
ist damit vielleicht eine Erklarung gefunden, warum meine Versuche iiber Nitrat- 
reduktion nicht immer eindeutige Ergebnisse erbrachten. Je nach dem AusmaB der 
rein chemischen Reaktion zwischen H,S und HNO, kénnten unterschiedliche Mengen 
gebundenen Stickstoffs aus der Nihrlésung verschwinden. 

Kulturen, die unter Zusatz von 100 mg NaNO,/I weit iiber die iibliche 
Zeit bebriitet wurden, in der eine quantitative Reduktion des Nitrits er- 
folgt war, wiesen niemals Wachstum auf. Das Nitrit hemmte in dieser 
Konzentration also nicht nur voriibergehend, sondern es schien sich um 
eine bleibende Vergiftung zu handeln. 


SchluBbetrachtungen 
Das negative Ergebnis meiner Untersuchungen iiber Nitratammonifi- 
kation durch Desulfovibrio kann nicht verwundern. Zwar sind Sulfat- 
und Nitratreduktion ihrer Bedeutung und ihrem Mechanismus nach 
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verwandte Vorgange, sofern Sulfat und Nitrat als essentielle H-Accep- 
toren dienen. An beiden Prozessen sind auch Cytochrome beteiligt. 
Posraate (1954a, 1954b, 1956) und Isurmoro u. Mitarb. (1954) konnten 

- bei Desulfovibrio Cytochrom c, nachweisen. VERHOEVEN u. TaKEDA (1956) 
fanden Cytochrom ¢ bei verschiedenen Denitrifizierern und Sato u. 
Ecamt (1949) sowie Sato (1956) Cytochrom 6 bei Z. coli und Cytochrom ¢ 
bei Micrococcus denitrificans. Auch VERHOEBVEN (1956) weist auf die tiber- 
einstimmenden Merkmale von Sulfat- und Nitratreduktion hin. Hierbei 
ist jedoch zu beachten, da® die Reduktion des SO, ~ bei 30°C und einem 
pu von 7,0 ein Redoxpotential von — 188 mV erfordert (PosTGaTE 1956a), 
wohingegen die Reduktion des NO,- zu NO,” nach Eeamr u, Sarvo (1949) 
unter gleichen Bedingungen ein Z’) von +50 mV aufweist. Da auch die 
Reduktion des O, mittels H, bei einem H’y von etwa gleicher GroBen- 
ordnung wie die des Nitrats verlauft, wird verstandlich, daB die Denitri- 
fikanten in tiberwiegender Zahl fakulative Anaerobier sind. Es ist aber un- 
wahrscheinlich, daB das Enzymsystem einer Zelle derart plastisch sein 
kann, um sowohl bei einem Redoxpotential von — 188 als auch + 50mV 
seine Aktivitat zu entfalten. 

Ist schon aus diesem Grund eine Nitratammonifikation bei den Desul- 
furikanten nicht zu erwarten, so sind zudem die Befunde von BAUMANN 
u. Denk (1950) und Denk (1950) nicht geeignet, die Nitratammonifi- 
kation durch Sporovibrio desulfuricans schlissig zu beweisen. Der von 
jhnen untersuchte Stamm war vermutlich verunreinigt, wie auch von 
Senez (persénliche Mitteilung 1956) angenommen wird. Nach SENEZ 
lassen sich die Ergebnisse einfach durch die Tatsache erklaren, da’ 
Desulfovibrio nicht in Gegenwart von Nitrat zu wachsen vermag und daB 
er sich erst dann zu entwickeln beginnt, wenn das Nitrat durch Begleit- 
organismen reduziert wird. Tatsichlich wurden fakultativ anaerobe, mit 
Desulfovibrio in enger Gemeinschaft lebende Bakterien mit Nitratreduk- 
tionsvermégen wie z.B. Escherichia coli (siehe Seite 152) recht haufig 
gefunden. PosteaTE (1953) wies obligat anaerobe, nahezu symbiontisch 
an Desulfovibrio gebundene Begleiter nach. Ahnliches ist fiir den durch 
BAUMANN u. Denk (1950) untersuchten Stamm anzunehmen. 

Bestehen somit an den Befunden beider Autoren berechtigte Zweifel, 
konnten SenEz (personliche Mitteilung 1956), Pronrnory (persdnliche 
Mitteilung 1957) und PIcHINoTy u. Smnez (1958) nicht nur eine Reduktion 
von NH,OH und Nitrit, sondern auch von Nitrat durch Reinkulturen von 
Desulfovibrio desulfuricans nachweisen. Das Nitrat wurde mit Lactat, 
Pyruvat und H, quantitativ zu NH; reduziert. Dennoch handelte es sich 
dabei um einen Vorgang, der mit der Nitratammonifikation nach DENK 
(1950) nichts gemeinsam hat. Die von SeNnzz u. Prcurvory untersuchten 
Stamme vermochten namlich Nitrat nur dann zu reduzieren, wenn sie 
in Gegenwart von Nitrat und Hefeextrakt herangewachsen waren. 
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Uberdies konnte die durch Reduktion des Nitrats gewonnene Energie 
nicht fiir die Synthese von Zellbausteinen verwendet werden. 

Die von SENxEz (personliche Mitteilung 1956) untersuchten Desulfo- 
vibrio-Stimme zeigten die Fahigkeit zur Nitratammonifikation nicht von 
Anfang an, sondern hatten sie vermutlich durch Mutation erworben. Bei 
einem urspriinglich nur NH,OH zu NH, reduzierenden Stamm von 
Escherichia coli konnten McNatt u. ATKINSON (1956) ebenfalls das spon- 
tane Auftreten einer Nitratammonifikation zeigen. Allerdings diente auch 
hier die mutativ erworbene Fahigkeit dazu nicht einer echten dissimila- 
torischen Nitratreduktion. Wenn es somit mdéglich ist, daB gewisse 
Desulfovibrio-Stémme auf mutativem Wege die Fahigkeit zur Nitrat- 
ammonifikation erwerben kénnen, bleiben sie dennoch zur Energiegewin- 
nung auf die Sulfatreduktion angewiesen. 

Ein ganzlich anderes Verhalten zeigt Clostridium nigrificans. Dieser 
Sulfatreduzierer besitzt kein Cytochrom c, (PosTGATE 1956¢, CAMPBELL 
u. Mitarb. 1957). Auch in vielen anderen physiologischen Eigenschaften 
unterscheidet er sich wesentlich von Desulfovibrio. ,,Garden 55° und 
, Delft 74 T** verlangen ausreichende Mengen von Hefeextrakt oder 
Pepton, um optimal zu wachsen. Auch eine Nitratreduktion erfolgt nur 
in Gegenwart bestimmter Mengen organisch gebundenen Stickstoffs. 
Ausma und Endprodukte der Nitratreduktion sind wechselnd und un- 
einheitlich. Gleiches Verhalten stellten Warnwricut (1950) und FarKas- 
Hims.ey u. ARTMAN (1958) bei Stamm B/r von £. coli fest, der unter ver- 
schiedenen Bedingungen deutliche Schwankungen im AusmaB der NO3- 
Reduktion zeigte. Das Pepton fungierte vermutlich als Stabilisator des 
nitratreduzierenden Enzymsystems. 

Aber auch ,,Garden 55‘ ist zu keiner echten, dissimilatorischen Nitrat- 
reduktion befahigt, da diese die Sulfatreduktion nicht ersetzen kann. Bei 
Fehlen von Sulfat erfolgen weder Wachstum noch Nitratreduktion. 
Charakter und Verlauf des beobachteten Nitratabbaus deuten vielmehr 
auf seinen assimilatorischen Charakter hin. Dagegen spricht indes, daB 
zuweilen ein Teil des reduzierten NO, als NH, wiedergefunden wird und 
da Molybdan keine Wirkung auf die Nitratreduktion ausiibt. Am wahr- 
scheinlichsten ist daher ihre Definition als ,,gelegentliche dissimilatorische 
Reduktion des Nitrats‘‘ im Sinne von VERHOEVEN (1952), als deren 
Produkte hauptsichlich Nitrit und unter bestimmten Bedingungen auch 
Ammoniak in Frage kommen. 

Doch auch diese Feststellung vermag die Dunx’schen Befunde (1950) 
nicht zu sttitzen. Offensichtlich sind Baumann u. DeEnxK (1950) 
infolge unzureichender Untersuchungsmethoden einem Irrtum zum 
Opfer gefallen, der zu der immer wieder zitierten Hypothese von der 
,groBen Bedeutung der Nitratammonifikation durch Sulfatreduzierer‘‘ 
geftihrt hat. 
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Zusammenfassung 


Mehrere Stiémme von Desulfovibrio desulfuricans und D. aestuari 
wurden aus verschiedenen natitirlichen Substraten isoliert. Morphologie, 
Physiologie und systematische Stellung des als ,,Sylt 3°‘ bezeichneten 
Stammes von D. aestuarii wurden eingehend untersucht. 

Von den bekannten St&émmen dieser Art unterscheidet sich ,,Sylt 3° 
durch haufiges Auftreten unipolar-zweigeiBliger Zellen. Beide GeiBeln 
entspringen am gleichen Pol und kénnen durch Verkleben EingeiBligkeit 
vortauschen. 

, Sylt 3° dehydriert Hefeextrakt, Pepton, Lactat, Malat, Athanol, 
Pyruvat, Fumarat und Glucose, aber nicht Acetat, und verwendet dazu 
Sulfat, Sulfit und Thiosulfat, aber nicht elementaren Schwefel, als 
H-Acceptoren. Optimales Wachstum erfolgt in Hefeextrakt-Lactat- 
Sulfatnahrlosung. 

H, wird unter heterotrophen und autotrophen Bedingungen durch 
wachsende Zellen von ,,Sylt 3°‘ mit Sulfat oxydiert. Ruhende Zellen zei- 
gen keine H,-Oxydation. 

Weder_ ,,Sylt 3° noch 4 weitere Desulfovibrio-Stimme reduzierten 
Nitrat zu NH,. Eine Nitratammonifikation im Sinne von DEnx (1950) 
durch Desulfovibrio ist somit sehr unwahrscheinlich. 

Ein Stamm (,,Garden 55“) von Sporovibrio desulfuricans = Clostrt- 
dium nigrificans wurde morphologisch, physiologisch und in systemati- 
scher Hinsicht untersucht. Charakteristisch fiir diesen Stamm ist die 
Bildung vibrioférmig gebogener Endosporen. 

Garden 55° deckt seinen N-Bedarf in der Hauptsache aus organisch 
gebundenem Stickstoff. Daneben wird NH, in geringem Umfang assi- 
miliert. Nitrat fiir sich allein ist als N- Quelle ungeeignet. 

In Gegenwart ausreichender Mengen organisch gebundenen Stick- 
stoffs kann Nitrat-N bis zu 45 mg/l reduziert werden. Als Reduktions- 
produkt kann NH, auftreten. Das vermutlich ebenfalls gebildete Nitrit 
lieB sich unter den gewahlten Versuchsbedingungen (px 7,5 und 55°C) 
nicht erfassen, da es durch H,§ reduziert wird. Es entzog sich der Bestim- 
mung vermutlich in Form von N,O oder No. 

Nitrit in Konzentrationen ab 75 mg/l hemmt die Sulfatreduktion durch 
Garden 55“ vollstandig. Geringere NO, -Konzentrationen wirken ledig- 
lich verzégernd auf den Sulfatabbau. 

Die Befunde machen wahrscheinlich, da8 der beobachtete Nitrat- 
abbau durch ,,Garden 55‘ eine ,,gelegentliche dissimilatorische Nitrat- 
reduktion‘‘ im Sinne von VERHOEBVEN (1952) darstellt. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. Encrt, danke ich herzlich fiir 
sein stetes Interesse an dieser Arbeit und deren Férderung durch wertvolle Rat- 
schlage und Anregungen. Mein Dank gilt ferner Herrn Dr. J. R. Postaate, Tedding- 
ton/England, fiir die Uberlassung von Reinkulturen und zahlreiche Hinweise und 
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Herrn Dr. Peters, Hamburg, fiir das Zustandekommen der elektronenoptischen 
Aufnahmen. Die Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungsgemein- 
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Das Pilzspektrum einer Bodenprobe 
I. Nachweis der Homogenitat 


Von 
KLAus H. DomscH 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 21. Oktober 1959) 


In einer ungewohnlich hohen Zahl von Veroffentlichungen ist in der 
Vergangenheit tiber die Zusammensetzung der Pilzflora verschiedener 
Béden berichtet worden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben 
unser Wissen trotz haiufig weitgespannter Erwartungen doch tiberwie- 
gend einseitig in floristisch-systematischer Hinsicht bereichert. Sofern 
ohne sicher begriindete Fragestellung und ohne klare Vorstellungen uber 
die dkologischen Zusammenhinge quantitative Aussagen gemacht wor- 
den sind, ist eine mehr oder minder heftige Kritik an mikrobiologischen 
Bodenanalysen geiibt worden. Dabei stehen berechtigte Einwande und 
spekulative Erérterungen nicht selten dicht beisammen. 

Im Zuge unserer Arbeiten iiber die Einflisse von Fungiciden auf die 
Bodenpilzflora sind durch eine gréBere Anzahl von Analysen, die unter 
identischen Bedingungen am gleichen Boden durchgefiihrt wurden, 
einige Belege gesammelt worden, die vorgelegt und einer kritischen 
Besprechung unterzogen werden sollen. 

Zuvor seien einige Fragen von vielleicht allgemeiner Bedeutung er- 
értert, die den Anwendungsbereich und Aussagewert von Bodenanalysen 
nach unserer Ansicht abzugrenzen vermégen: _ 

1. Planung. Es ist zu beriicksichtigen, daB alle zahlenmaBigen An- 
gaben iiber Pilzhaéufigkeiten relative Werte sind, die nur fiir eindeutig 
definierte Versuchsbedingungen Bedeutung besitzen, und da vor einem 
sinnvollen Vergleich der Pilzflora verschiedener Boden die Homogenitat 
innerhalb einer Mycocoenose erwiesen sein mu (Sappa 1956). Not- 
wendig ist also, zu jeder Artenliste ein MaB fiir das ,,Gewicht“ von 
Haufigkeit und Streuung zu suchen. 

2. Durchfiihrung. Nur in umfangreichem Versuchsmaterial kann der 
geforderte Nachweis der Homogenitit erbracht werden. Die Variations- 
moglichkeiten in der technischen Durchfiihrung miissen zugunsten von 
Wiederholungen eingeschrankt werden. Daraus folgt, daB mit der Wahl 
des Nahrbodens, der Isoliermethode, der Bebriitungstemperatur und mit 
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der Auswertungszeit prinzipiell eine bestimmte, spezifisch begtinstigte 
bzw. gehemmte Mikroflora selektiert wird. Je nach den Zielen der Unter- 
suchung muB die sinnvollste Kombination zusammengestellt werden. 


3. Bewertung. Nach unseren Vorstellungen vom _biologischen 
Gleichgewicht innerhalb einer Mycocoenose diirften allein die relativen 
Anteile der Einzelisolate an der Gesamtzahl der Isolierungen fiir eine 
modgliche Charakterisierung von Béden von Interesse sein. Die Anwen- 
dung dieser Forderung setzt voraus, daB8 die Versuchsanlage eine Bestim- 
mung der Organismen bis zur Art erméglicht. Angaben tiber die absolute 
Haufigkeit weltweit verbreiteter Gattungen sind bedeutungslos. 

SchlieBlich sollten alle Analysedaten eine statistische Bearbeitung 
ermoglichen. Gerade, weil die quantitative Seite der Bodenpilzdynamik 
ein duBerst schwer zugdngliches Problem darstellt, darf gesagt werden, 
daB die Methoden, die fiir die allgemeine Bestandsaufnahme der Boden- 
flora friiheren Autoren gute Dienste geleistet haben, erweiterten dkolo- 
gischen Fragestellungen kaum gewachsen sein werden. 


I. Material und Methoden 
1. Standarderde 


Eine abgelagerte, dreijihrige Komposterde wurde in gréBerer Menge vor Ver- 
suchsbeginn gesiebt und ohne vorherige Trocknung in abgedeckten GefaBen bei 
+3°C gelagert. So stand ein an Mikroorganismen reicher Boden in etwa gleich- 
bleibender Zusammensetzung fiir die Dauer der Versuche zur Verfiigung. 7 Tage vor 
Versuchsbeginn wurde der Boden in einem Raum mit 20°C umgestellt, um einer 
Entwicklung psychrophiler Organismen entgegenzuwirken. 


2. Nahrbéden zur Isolierung und Pilzbestimmung 


Fir die Isolierungen wurde ein Nahrboden aus 1,5°/, Agar; 0,5°/, Pepton; 
1°/, Glucose; 0,1°/, KH,PO,; 0,05°/, MgSO,- 7 H,O; und 30 ppm Streptomycin- 
sulfat (nach dem Sterilisieren zugesetzt) verwendet. In einigen Fallen kam ein mit 
Milchsiure auf py 4,8 eingestellter Malzagar (2°/) Malzextrakt; 0,5°/, Pepton) zur 
Anwendung. 

Die Bestimmung der Pilze erfolgte auf normalem Malzextraktagar und auf 
einem Czapek-Agar folgender Zusammensetzung: 0,1°/, K,HPO,; 0,3°/, NaNO,; 
0,05°/, MgSO,:7H,O; 0,05°/, KCl; 0,001°/, FeSO,-7H,O; 3°/, Rohrzucker; 
1,5°/, Agar. Falls sich auf keinem der beiden Nahrbéden eine Bestimmung erreichen 
lieB, wurde zusiatzlich auf Maismehlagar (3°/, Maismehl; 2°/, Pepton; 2°/, Glucose; 
1,5°/, Agar), Fleischextraktagar (0,3°/,Liebigs Fleischextrakt; 1°/, Pepton; 1°/, 
Glucose; 1,5°/) Agar), Hefeagar (1°/, Difco-Hefeextrakt; 1°/, Pepton; 1,5°/, Glucose; 
1,5°/, Agar), Haferflockenagar (in iiblicher Form hergestellt), Kartoffel-Glucose- 
Agar (in tiblicher Form hergestellt) oder Sabouraud-Agar (1°/, Pepton; 4°/, Glucose; 
1,5°/, Agar) tibergeimpft. 


3. Isolier- und Auswertungsverfahren 


Das PlattenguBverfahren wurde in der tiblichen Weise gehandhabt (10 g Boden/ 
100 cm* Wasser, 5 min gleichmaBig geschiittelt, Verdiinnungsreihen, PlattenguB 
bei Agartemperatur von etwa 45°C). Bebriitung bei 20°C. Von den Platten simt- 
licher Verdiinnungsstufen wurden alle erreichbaren Pilzkolonien vom ersten 
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Erscheinen an auf Schragréhrchen (Malzagar) abgeimpft. Nach 8 taigiger Bebriitung 
bei 20°C erfolgte die Auswertung der Schragréhrchen, wobei jeder erstmalig auf- 
tretende Pilz eine Typennummer erhielt. Mit der Sammlung der Typen wurden alle 
nachfolgenden Isolierungen verglichen. Jegliche Abweichung der makroskopisch 
unterscheidbaren Merkmale vom Typ (auch bei Alterung der Kultur) wurde mit 
einer neuen Nummer registriert. Auf diese Weise erhielten wir 335 Vergleichs- 
kulturen, die anschlieBend bestimmt wurden. Bakterielle Verunreinigungen und 
Mischkulturen, die in sehr geringem Umfang auftraten, wurden bereits bei der 
Auswertung der Schragréhrchen ausgeschieden. 

Neben dem Plattengu8verfahren wurden in jedem Versuch nach dem Vorschlag 
von Warcup (1955) etwa 100 Einzelhyphen aus einer kleineren Bodenprobe isoliert 
und auf Malzagar mit 30 ppm Streptomycin abgesetzt. Nach dem Auswachsen der 
Hyphen wurde wie oben auf Schragréhrchen abgeimpft. 

Die Haufigkeit jedes einzelnen Pilzes wurde fiir die Bewertung der Ergebnisse 
in Prozent der Gesamtisolierungen (6628 Isolate) errechnet. Diese Prozentwerte 
entsprechen den in der Okologie gebrauchlichen Angaben tiber die Dominanz, die 
als der durchschnittliche prozentuale Anteil der Organismen einer Art je Flachen- 
einheit zu dem der iibrigen Arten innerhalb einer vergleichbaren Gruppe definiert 
ist (TISCHLER 1949). Die Dominanzwerte wurden durch Angaben itiber die mittlere 
prozentuale Abweichung des Mittelwertes erganzt, um einen Uberblick 
iiber die VerlaBlichkeit der Daten zu erméglichen. Da die Zahlenangaben relative 
Werte darstellen, lieB sich der y?-Test nicht verwerten. 

Neben der Dominanz lieBen sich Aussagen tiber die Frequenz der Arten machen, 
die definitionsgema8 angibt, in wie vielen von verschiedenen Analysen des gleichen 
Bodens ein bestimmter Pilz auftritt. Im vorliegenden Fall ist 13 die héchste Frequenz, 
da 13 Analysen durchgefiihrt wurden. 

Nahere Angaben iiber die Einzelisolate werden in zwei folgenden Beitragen 
wiedergegeben (Domscu 1960 a, b). 


II. Versuche 
I. Nachweis der Homogenitat 
inpdenwelabslao.eo und 7 sind die Pilze nach ihren Dominanzwerten 
geordnet. Es ergibt sich daraus eine Gruppierung in ,,sehr haufige Pilze”, 
, haufige Pilze“, ,,seltene Pilze‘‘ und ,,sehr seltene Pilze‘‘. Diese Einteilung 
entspricht etwa den Dominanten und Rezedenten der 6dkologischen 
Terminologie. 

Sofern in Tab.1 hohe Dominanzwerte mit hoher Frequenz korrespon- 
dieren, handelt es sich wahrscheinlich zu Recht um sehr haufige Boden- 
pilze. Zugleich werden auch Schwiichen des Auswertungsverfahrens 
deutlich. So dirften Mortierella exigua (mit wenig typischen makro- 
skopischen Merkmalen, Verwechslungsverdacht ?), Pullularia pullulans 
(inhomogene Verteilung im Substrat?) und Fusarium sp. (unscharfe 
Trennung von anderen Fusariwm-Arten’) wegen der relativ geringen 
Frequenz und den entsprechend hohen Abweichungen vom Dominanz- 
mittelwert nur unter Vorbehalt zu den tatsachlich sehr haufigen Pilzen 
zu rechnen sein. 

Allgemein la8t sich sagen, daB die Ergebnisse der Tab.1 durch 
gute Reproduzierbarkeit (mittlere Abweichung im Erwartungsbereich 
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biologischer Experimente, hohe Frequenz) ausgezeichnet sind. Zur Er- 
ginzung seien als Beispiel die Einzelwerte aus den 13 Analysen fiir 
6 Pilze aufgefiihrt (Tab. 2). 


Tabelle 1. Sehr hdufige Bodenpilze 


Pilz Dominanz Frequenz 
Aspergillus fumigatus 10,07+10,5 13 
Verticillium dahliae var. zonatum 5,89+13,8 13 
Mortierella alpina 5,14+15,4 13 
Scopulariopsis stercoraria 4,98+ 7,7 13 
Penicillium nigricans 4,30+10,2 a3 
Cephalotrichum medium 3,92+ 8,3 13 
Chaetomium sp. III 3,62+11,0 13 
Aspergillus nidulans 2,90+12,2 12 
Tilachlidium tomentosum 2,88--14,7 ne 
Verticilliwm lateritium 2,76+ 9,8 ie 
Phoma sp. IV 2,62+18,1 12 
Fusarium solani 2,56+10,6 13 
Trichoderma viride 2,55+17,4 ifs’ 
Mortierella polycephala 2,47+13,5 13 
Rhizoctonia solani 2,37-+15,0 13 
Monilia pruinosa 2,02+14,8 13 
Penicillium citrinum 1,94+19,7 11 
Mucor hiemalis 1,92+4-15,7 13 
Coniothyrium sp. 1,86+ 21,7 13 
Mortierella exiqua 1,74+37,0 9 
Chaetomium sp. I 1,33+21,1 13 
Penicillium variabile 1,32+26,1 11 
Pyrenochaeta sp. 1,22+4-15,4 13 
Aspergillus versicolor 1,19+ 29,3 12 
Pullularia pullulans 1,19+ 56,5 3 
Fusarium sp. 1,18+29,3 9 
Cladosporium cladosporioides 1,16+26,1 12 
Volutella ciliata 1,04+-18,3 13 


Rein statistisch betrachtet, hat die Methode fiir die 29 Pilze der Tab. 1 
zu brauchbaren Ergebnissen gefiihrt. Inwieweit die Ergebnisse Informa- 
tionen tiber biologisch belangreiche, quantitative Phaénomene innerhalb 
einer Mycocoenose enthalten, soll spater erdrtert werden. 

In der Gruppe der hiiufigen Bodenpilze werden die Ergebnisse durch 
inkonstantes Auftreten verschiedener Pilze belastet (‘Tab.3). Dominanz 
von 0,95 bzw. 0,35°/) besagt bei 6628 Isolierungen, daB noch immer im 
Mittel 5 bzw. 2 Pilze der gleichen Art in jeder Analyse aufzufinden waren. 
Dennoch liegen die mittleren Abweichungen nur noch fiir 3 Pilze (Scopu- 
lariopsis fusca, Rhizopus nigricans und Fusarium dimerum) unter 20°/o, 
wahrend bereits bei 5 Pilzen (Cladosporium herbarum, Microascus cirro- 
sus, Pseudeurotium zonatum, Penicillium expansum, P. albo-aurantium ) 
tiber 40°/, mittlere Abweichung errechnet werden. AufschluBreich ist 
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Tabelle 2. Prozentualer Anteil von sechs sehr hdufigen Pilzen mit geringen mittleren 
Abweichungen vom Dominanzwert in 13 Bodenanalysen 


Analysen- 
Nr. 


CAN AArPwWYe 


Scopulariopsis| Penicillium Cephalotri- Verticillium | Aspergillus 
stercoraria nigricans chum medium lateritium fumigatus 
7,10 3,91 petite & 78 9,95 
4,60 3,02 3,84 2,30 9,96 
3,80 6,17 4,05 _ | 3,09 6,18 
4,24 3,83 4,24 | 2,62 10,05 
4,09 4,07 5,15 3,00 8,51 
6,14 5,60 4,00 0,85 9,35 
2,83 7,94 3,40 151 20,80 
3,85 4,45 4,00 3,70 10,47 
ah 5,18 2,06 2,83 6,44 
6,15 4,35 1,28 2,30 5,38 
5,91 2,40 4,62 4,07 9,60 
5,62 3,83 3,53 QoL 9,80 
6,80 2,76 4,71 3,60 10,10 
Tabelle 3. Haufige Bodenpilze 
Pilz Dominanz Frequenz 
tg a ee se ES 8) RS ee 
Fusarium avenaceum 0,95+38,2 9 
Graphium sp. I 0,92 -- 26,1 10 
Botryotrichum piluliferum 0,88 -- 27,4 8 
Cladosporium herbarum 0,83-+43,0 7 
Scopulariopsis fusca 0,81-+19,4 12 
Aleurisma carnis - 0,75 +23,7 12 
Mortierella stylospora 0,72+34,1 6 
Fusarium oxysporum var. 
aurantiacum 0,68-+27,8 8 
Fusarium merismoides 0,66-+30,5 8 
Rhizopus nigricans 0,65+17,9 ala 
Fusarium argillaceum 0,60-+34,3 7 
Paecilomyces sp. II 0,57+23,1 12 
Penicillium cycloprum 0,54-+34,4 8 
Fusarium dimerum 0,53-418,5 12 
Microascus cirrosus 0,53-+41,0 6 
Penicillium wortmanni 0,48-+23,5 12 
Trichosporon sp. II 0,48-- 22,1 12 
Pseudeurotium zonatum 0,48 + 50,4 6 
Mycelium sterile V 0,38 +29,4 8 
Botrytis cinerea 0,38-+37,3 7 
Penicillium expansum 0,38+42,6 7 
Penicillium albo-aurantium 0,38 -- 40,8 7 
Chaetomium sp. II 0,36+-23,1 10 
Coniothyrium fuckelia 0,36+30,5 9 
Oospora sulphurea 0,35-+27,3 ml 
13 
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Fusarium 
solani 


3,55 
2,05 
0,95 
4,64 
3,02 
2,14 
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auch die Reihe der Frequenzen, unter denen der Héchstwert von 
13fachem Vorkommen nicht mehr erscheint. Uber die Halfte der Fre- 
quenzwerte liegt unter 10. ; 

Tab.4 vermittelt einen Eindruck von der Schwankung der Einzel- 
werte. Das Auftreten von 9 Fehlstellen deutet an, daB in den 10 g unter- 
suchter Komposterde bei einem mittleren Aufwand von 500 Isolierungen 
je Analyse eine homogene Verteilung der hier zusammengefaBten Pilze 
nicht mehr vollstandig nachweisbar ist. Die in der Liste 3 genannten 
Arten kénnen also nur mit gewissen Einschrankungen zur Kennzeich- 
nung der Komposterde herangezogen werden. 


Tabelle 4. Prozentualer Anteil von sechs haéufigen Pilzen mit relativ geringen mittleren 
Abweichungen vom Dominanzwert in 13 Bodenanalysen 


Analysen- Rhizopus Fusarium |Scopulariopsis| Trichosporon | Chaetomium | Paecilomyces 
Nr. nigricans dimerum fusca sp. II sp. II | sp. II 
1 0,36 0,71 1,42 _ iPS Oscar 1,31 
2 0,51 0,77 02 0,77 0,74 0,26 
3 1,42 1,42 024 | 1,42 | 0,24 0,71 
4 0,81 0,81 1,01 0,20 | 1,01 0,20 
5 0,53 0,53 1,60 0,53" |" 0,53 0,18 
6 1,07 0,27 0,80 00-7 a 
“ _ 0,19 0,19 0,19 0,19 1,32 
8 0,77 0,61 0,46 0,15 0,31. 0,92 
9 1,03 0,26 0,77 0,51 — 0,26 
10 Osay 0,77 1,02 0,51 _ 1,54 
11 — 0,92 1,48 0,18 0,37 0,37 
12 0,33 0,22 0,66 0,33 0,33 0,22 
13 1 -- 0,83 0,83 — 0,69 


Beim Ubergang zu seltenen Bodenpilzen (Tab.5) wird der Zufalls- 
charakter der Einzelisolierungen noch offensichtlicher. Die Dominanzwerte 
von 0,35°/, bis 0,1°/) entsprechen in absoluten Zahlen etwa 2 Isolierungen 
je Analyse bzw. 1 Isolierung je 2 Analysen. Die mittleren Abweichungen 
erreichen sehr hohe Werte, sie sind nicht in die Tabelle aufgenommen 
worden. 

Kine Durchsicht der Artenliste (Tab.5) zeigt, da& der Anteil wohl- 
bekannter Pilze abnimmt. Es la&t sich auch iibersehen, daB die vermin- 
derte Isolierfrequenz offensichtlich weder im direkten Zusammenhang 
mit einer geringeren Wachstumsgeschwindigkeit steht (vgl. Domscu 
1960a) noch in erkennbarer Weise von der Sporenproduktion der Arten 
abhingig ist. Beide Faktoren beeinflussen die Zusammensetzung des 
Pilzspektrums wohl kaum in nennenswertem MaBe. 

Fir einige Pilze aus der Tab.5 sind die Einzelwerte in Tab.6 zusam- 
mengestellt. Das sporadische Auftreten in regelloser Verteilung wird 


Das Pilzspektrum einer Bodenprobe. I 


Tabelle 5. Seltene Bodenpilze 


Pilz 


Fusarium equiseti 
Phoma sp. III 
Cylindrocarpon radicicola var. 
violacea 
Penicillium brevi-compactum 
Penicillium roseo-purpureum 
Gliocladiwm roseum 
Cephalotrichum stemonitis 
Mucor racemosus 
Ascochyta sp. 
Penicillium vermiculatum 
Penicillium godlewskw 
Trichosporon cutaneum 
Mycelium sterile IV 
Penicillium frequentans 
Absidia ramosa 
Papularia sphaerosperma 
Petriella asymmetrica 
Mucor circinelloides 
Aspergillus repens 
Penicillium corylophilum 
Perisporium vulgare 
Penicilliwm janthinellum 
Humicola grisea 
Penicillium diversum 
Aspergillus candidus 
Chaetomium globosum 
Trichocladium asperum 
Penicillium lanoso-coeruleum 
Curvularia sp. 


Gliomastix murorum var. felina 


Dominanz 


0,35 
0,33 


0,32 
0,30 
0,29 
0,27 
0,27 
0,24 
0,24 
0,21 
0,21 
0,20 
0,20 
0,18 
0,18 
0,18 
0,17 
0,17 
0,14 
0,14 
0,12 
0,12 
0,12 
0,12 
0,12 
0,12 
0,11 
0,11 
0,11 
0,09 


Frequenz 
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Tabelle 6. Prozentualer Anteil von 6 seltenen Pilzen, in 13 Bodenanalysen 


Analysen- 
Nr. 


OCOAONIBDAI-wWNHe 


Mucor Penicillium Penicillium 
racemosus vermiculatum frequentans 
— 1,31 _ 
— | = 0,26 
Biathe Pii ile pox O04 0,48 
0,20 _— 0,20 
O30n Le, 18 2 
(2 amen — 0,27 
0,19 0,95 0,19 
0,46 — — 
Oni — _— 
Ope 0,26 _— 
0,18 0,37 —_— 
0,11 0,11 0,44 
cent: a oe 0,28 


Penicillium 
brev.-comp. 


Gliocladium 
roseum 


13* 


Perisporium 
vulgare 


0,51 
0,24 
0,20 
0,18 
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deutlich. Es wire keinesfalls sinnvoll, diese Pilze ohne Angaben tiber 


Dominanz und Frequenz in die Besprechung einer Bodenanalyse einzu- 
beziehen, da eine Homogenitét sich wohl erst bei betrachtlicher 


Tabelle 7. Sehr seltene Bodenpilze 


Pilz Dominanz) Frequenz 
Scopulariopsis brumpti 0,08 2 
Verticillium albo-atrum | 0,08 2 
Trichosporon sp. I | 0,08 1 
Mucor ramannianus | 0,06 3 
Epicoccum nigrum | 0,06 3 
Haplographium fuligineum 0,06 2 
Sporormia minima | 0,06 2 
M ycotypha dichotoma 0,06 2 
Fusarium sambucinum 0,06 2 
Actinomucor elegans 0,06 | 2 
Candida sp. | 0,06 2 
Botryotrichum atrogriseum 0,06 2 
Phoma sp. II | 0,06 1 
Verticillium sp. | 0,06 1 
Alternaria brassicicola | 0,05 3 
Trichothecium rosewm | 0,05 2 
Stachybotrys atra PO, 0D ee 1 
Sordaria fimicola | 0,05 1 
Penicillium lilacinum | 0,03 2 
Aspergillus niger | 0,03 2 
Fusarium culmorum | 0,03 2 
Graphium sp. II | 0,03 1 
Mycelium sterile II , 0,03 1 
Mycelium sterile III 0,03 1 
Phoma sp. I | 0,03 1 
Sphaeronema sp. | 0,02 1 
Penicillium rubrum 0,02 1 
Verticilliwm dahliae | 0,02 1 
Metarrhizium anisopliae | 0,02 1 
Mycelium sterile I | 0,02 1 
Pleiochaeta setosa 0,02 1 
Paecilomyces sp. I 0,02 1 
Cylindrocarpon radicicola | 0,02 1 
Sepedoniwm chrysospermum 0,02 1 
Chaetomium funicolum | 0,02 1 
Penicillium solitum | 0,02 1 
Hormiactis candida | 0,02 1 


Erweiterung des jeweiligen Analyseansatzes erreichen lieBe. Auch ist die 
Wahrscheinlichkeit, daB diese Pilze merklich an Abbauprozessen beteiligt 
sind, in dieser Gruppe nur noch fiir extrem schnellwachsende Arten, die 
das Bodenvolumen in allen Richtungen durchdringen, hinreichend groB. 
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Eine Durchsicht der Gattungen und Arten in Tab.7 zeigt, daB der 
Anteil bekannter und typischer Bodenpilze weiter sehr stark herab- 
gesetzt ist. Uber die Halfte aller Pilze erscheint nur in einem von 13 An- 
sitzen, 12 Pilze nur einmal (Dominanz = 0,02°/,) in der Masse der 
Gesamtisolate. Mit Vertretern wie Alternaria brassicicola, Pleiochaeta 
setosa, sowie wohl auch den Phoma-Arten sind Pilze erfaBt, deren eigent- 
liches Habitat vorwiegend im Bereich der oberirdischen Pflanzenteile zu 
suchen sein diirfte. Der Anteil neuer Arten und steriler Mycelien steigt 
weiter an. Es ist interessant, daB sich in dieser letzten Gruppe 
auch einige ,,Spezialisten“ befinden, die bei entsprechend veranderten 
Substratbedingungen zu starkerer Vermehrung kommen kénnen: Verticil- 
lium albo-atrum, V. dahliae, Fusarium sambucinum, F. culmorum, Cylin- 
drocarpon radicicola (Parasiten), T'richothecium roseum, Phoma sp. I, 
Haplographium fuligineum, Chaetomium funicolum, Epicoccum nigrum, 
Botryotrichum atrogrisewm (Cellulosezersetzer), Sordaria fimicola (aus- 
gepragt coprophil), Metarrhizium anisopliae (Insektenparasit). 


Tabelle 8. Prozentualer Anteil von 7 sehr seltenen Pilzen in 13 Bodenanalysen 


Ana- F stay a ; Scopulari- | Trichothe- Haplo- Mucor 
Fyaen- |. 2 Picoceum Vertiedlium| Sporormia opsis cium graphium \ ramanni- 
Nr. AG albo-atrum LOT brumptit roseum fuligineum anus 
1 Es aan a = = =e bx 
2 — — 0,26 — = 0,26 — 
3 0,24 _— 0,71 — — 0,48 -- 
4 _ — — _— = 0,20 — 
5 0,36 0,71 — — — — 0,36 
6 a ps ae = = aes mit 
7 — 0,19 _ — — — _ 
8 = — — _ 0,15 = — 
9 0,26 —_— — — 0,51 — — 
il = é - . = - 0,18 
12 2 Pe if 0,33 a = is 


Die in Tab.8 wiedergegebene Verteilung der Isolate von 7 Pilzen auf 
die verschiedenen Analyseansatze zeigt noch einmal die fortschreitende 
,,Verdiinnung‘‘. Der héchste Anteil von 0,71°/, bedeutet etwa 5 Isolierun- 
gen je Ansatz. In Tab.2 (sehr haufige Bodenpilze) findet sich kein Pilz 
mit so geringem Einzelvorkommen, dagegen weist Tab. 4 (haufige Boden- 
pilze in bezug auf ihre Frequenz) bereits 39mal einen Prozentsatz von 
gleicher oder geringerer GréBe auf. 

Damit wird deutlich, wie erst nach zahlreichen Wiederholungen ein 
sicheres Bild iiber Frequenz und Dominanz entsteht und wie leicht ein 


Artenzahl 
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zu geringes Versuchsmaterial die Sicherheiten fiir eine Interpretation der 
Ergebnisse nicht nur herabsetzen, sondern auch deren Inhalt weitgehend 
verfalschen kann. ry 


Insgesamt wurden in den 13 Bodenanalysen 6628 Pilzkolonien iso- 
liert, die sich 62 Gattungen und 133 Arten zuordnen lieBen. Zwischen 
den Gesamtisolierungen eines Versuches und der jeweils aufgefundenen 
Artenzahl besteht eine eindeutig positive Korrelation (Abb.1). Da im 
getesteten Bereich (bis zu 900 Isolierungen je 
Versuch) die Tendenz zur Abflachung der 
Kurve bereits erkennbar wird, diirfte eine 
Annaherung an die absolute Artenzahl unter 


&0 


eo ausschlieBlicher Betrachtung der im Platten- 
guBverfahren erfaBbaren Pilze nahezu erreicht 
sein. 

- Tatsachlich lie8 sich bei einer Verdoppelung 


der Analysenansatze nur noch ein Zuwachs von 
10 Pilzen erkennen: Aspergillus sydowi, Bispora 
betulina, Cephalosporium mycophilum, Ver- 
ticillium lecanii, Oidiodendron griseum, Peni- 
cillium charlesit, Phoma hibernica, Stemphylium 
verruculosum, Thielaviopsis basicola und 
Phomopsis sp. 


0 500 7000 
Isolierungen 


Abb.1. Zusammenhang zwischen ‘ E - 
dem Untang sdank uahereigen Ks befindet sich unter diesen Isolaten kein 


je Versuch und der dabei ex- Pilz, der als weit verbreitet und haufig in 


perimentell erhaltenen Anzahl a 
Sa EE ES Tn normalen Erden angesehen werden diirfte. 


2. Bedeutung der Isolierverfahren 


Von den im Laufe der Analysen angewendeten Techniken sollen die 
Substratzusammensetzungen und die Isoliermethoden im engeren Sinne 
erwahnt und unter Einbezug einiger Mitteilungen aus der Literatur 
kurz besprochen werden: 


Kin fiir Isolierversuche geeignetes Substrat muB einem reprasen- 
tativen Querschnitt der Pilzflora giimstige Entwicklungsbedingungen 
bieten und zugleich unerwiinschte Organismen ausschlieBen. Haufig 
verwandte Nahrbéden sind Kartoffel-Glucose-, Glucose-Pepton- und 
Malzagar. Bei Uberpriifung von 7 verschiedenen fliissigen Medien 
(Basalmedium mit wechselnder Zugabe von Aminosaéuren, Vitaminen, 
Hefeextrakt, Bodenextrakt) ergaben sich keine iiberzeugenden oder un- 
erwarteten Unterschiede in den Ernahrungsanspriichen von Bodenpilzen 
(ATKINSON u. Roprnson 1955). Halbsynthetische Medien mit nicht zu 
hohem Zuckergehalt diirften weithin geeignet sein. 
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Als Zusatze sind vor allem Sauren (H,;BO,, H,SO,, H,PO,, Milchsaure 
und andere), Antibiotica (Streptomycinsulfat, Penicillin, Chlortetra- 
cyclin, Novobiocin und andere) sowie verschiedene antibakterielle 
Substanzen (z.B. Bengalrosa, Kristallviolett, Oxgall) beschrieben und 
empfohlen worden. 


Nach unseren Untersuchungen erscheint es beim Vergleich der Isolate 
von (Milch-) sauren und streptomycinhaltigen Substraten ausgeschlossen, 
fiir den Bereich der haufigen Bodenpilze Ansitze zur Entwicklung von 
Differentialnahrboden zu erkennen, wie sie von PAHARIA u. KOMMEDAHL 
(1956) angedeutet, von SCHMITTHENNER u. REIGELMAN (1954) jedoch 
ebenfalls verneint wurden. Dagegen wird bei jeder Analyse deutlich, dai 
der Formenreichtum auf angesiuerten Substraten den der Streptomycin- 
ansatze nicht erreicht. Wahrscheinlich gibt es in einem gréBeren Material 
stets Pilze mit einer gewissen Saureempfindlichkeit, wie sie auch von 
Martin (1950) beschrieben wurden. Fiir Bengalrosa (30 ppm) und 
Kristallviolett (10 ppm) lieBen sich befriedigende antibakterielle Wir- 
kungen ebensowenig bestatigen wie eine Forderung von Basidiomyceten 
durch Zusatz von 60 ppm o-Phenylphenol (RussELL 1956). 


Der giinstige Einflu8 von Streptomycinsulfat wird zum Teil in der 
Hemmwirkung auf schnellwachsende Pilze zu suchen sein, was im 
Extremfall bei Novobiocin zu einer einseitigen Unterdriickung von 
Phycomyceten (Pythium, Phytophthora ) fabrt (BUTLER u. Hive 1958); 
aber andererseits langsamwachsende Pilze indirekt fordert. Typische 
Beispiele sind in dieser Hinsicht die vorwiegende oder ausschlieBliche 
Isolierung der langsam wachsenden Pilze Microascus cirrosus, Pseudeu- 
rotium zonatum, Scopulariopsis fusca, Volutella ciliata und Fusarium 
dimerum von Streptomycinagarplatten. 

Unter den bislang erarbeiteten Isoliertechniken lassen sich 5 grund- 
sitzlich verschiedene Gruppen unterscheiden : 

1. Verteilung des Bodens in oder auf Agar. Kochsches PlattenguBverfahren 
zur Trennung der Keime. Abwandlung durch Aufstreuen von Erde auf vorbereitete 


Platte (vgl. Pawarra u. KOMMEDAHL 1954, MussraEN 1957 u.a.) oder durch Auf- 
gieBen von Age auf Erde in der Petrischale (WARcuP 1950). 


2. Anwendung von ,Pilzfallen“. Im Boden werden Kammern in Objekt- 
trigergréBe (La ToucHE 1948, SEWwELL 1956) oder durchbohrte Réhrchen (MUELLER 
u. DURRELL 1957, Evans 1954, CHESTERS 1948), die mit Nahragar gefiillt sind, 
ausgelegt. Zu nennen ist hier auch die klassische Cholodny-Methode mit ihren 
Abwandlungen: Glasfaserstreifen (LnaeE 1952), Cellophanblattchen oder -taschen 
(KERR 1958). lf 

3. Isolierung von Hinzelhyphen. Nach Aufschwemmen des Bodens Auf- 
praparieren von Boden-Pilzhyphen-Aggregaten (WARCUP 1955) oder Abfischen der 
spezifisch schweren Pilzhyphen aus dem Bodensatz (Sarr6 1955). 


4. Abdruck von Bodenoberflachen. Uberspriihen (Scumipt 1959) oder Uber- 
gieBen (DomscH 1955) des Bodens mit Nahragar, in dem sich ein deutliches Bild 
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der Oberflachenflora entwickelt. Hierher gehért auch das Aufdriicken von besonders 
praparierten Cholodny-Platten auf eine Bodenprobe (Brown 1958). 


5. Verwendung von Kédern. Neben der Kédermethode fiir niedere Phy- 
comyceten bewahrt sich das Ausbringen von Mais- oder Erbsensamen in den 
Untersuchungsboden. Von den Samen wird nach einer bestimmten Bebriitungs- 
dauer abisoliert (KENDRICK u. JACKSON 1958, MusstaEN 1957). Fiir pathogene 
Bodenpilze sind eine Reihe weiterer Fangpflanzenmethoden ausgearbeitet worden. 


Es steht auBer Frage, daB jede Technik fiir sich allein unbefriedigende 
Ergebnisse liefern wird. Die grundsitzliche Schwierigkeit bei der Wahl 
einer geeigneten Methode liegt darin, daB sich verlaBliche Aussagen nur 
aus groBem Versuchsmaterial ergeben, daB der Arbeitsaufwand aber in 
ertraglichen Grenzen gehalten werden muB. 


Da wir in Vorversuchen in der Bereitung von Bodenplatten (WARcUP 
1950) keine besonderen Vorteile erkennen konnten, haben wir in den vor- 
liegenden Versuchen das klassische Plattengu8verfahren verwendet und 


Tabelle 9. Beispiele fiir die Verteilung der Pilzisolate bei Anwendung von 2 verschiedenen 


Isolierverfahren 

Nur oder vorwiegend durch Griinde fiir das Auftreten im Griinde fiir das Fehlen im 

PlattenguBverfahren isoliert entsprechenden Verfahren Alternativverfahren 
Volutella ciliata Sporenproduktion im 
Fusarium dimerum Verhaltnis zur Mycel- 
Scopulariopsis stercoraria masse sehr groB 
Trichosporon sp. III leicht empfindliche oder 
Oospora sulphurea zerfallende Mycelien 
Monilia pruinosa | (Sprossung) 


Nur oder vorwiegend durch 

Hyphenisolierung erhalten 
Epicoccum nigrum 
Pletochaeta setosa 
Botrytis cinerea 


Bildung relativ dicker, 
zum Teil gefarbter 
Mycelien bei schwacher 
Sporulation 


Rhizoctonia solani 
Mycelium sterile IT 
Mycelium sterile III 


Keine Sporulation, aus- 
schlieBlich vegetatives 
Wachstum 


als Erganzung die Isolierung von Einzelhyphen vorgenommen. Die Vor- 
ziige und Nachteile werden aus Tab.9 ersichtlich. Das Auftreten gewisser 
Pilze bei Anwendung einer bestimmten Methode kann demnach durch 
eine tiberwiegende Kignung fiir eine Methode ,,A‘‘ sowie eine fehlende 
Eignung fiir eine Methode ,,B“ bedingt sein. 


Im ganzen sind unsere Isolierergebnisse nicht ganz so musterhaft um 
die beiden Methoden gruppiert, wie es bei Warcur (1957) dargestellt ist; 
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im Prinzip kann aber die ausgezeichnete Brauchbarkeit der Kinzelhyphen- 
isolierung vollauf bestatigt werden. Problematisch bleibt allerdings die 
Verstaindigung itiber jene sterilen Mycelien, die bei der Hyphen- 
isolierung besonders haufig auftreten. Ihre Anonymitat beeintrachtigt 
aus rein praktischen Griinden schlieBlich auch das Gewicht der Fest- 
stellung, daB sie als aktive Partner der Mycoflora groBe Bedeutung 
besitzen. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse 


Sofern man von einer mikrobiologischen Bodenanalyse erwartet, daB 
sie iiber eine mehr oder minder zufallig zusammengesetzte Bestandsauf- 
nahme der Mikroflora hinaus Aussagen fiir eine quantitative, numerische 
Erfassung der Organismen erméglicht, mu8B man sich auf die relative 
Haufigkeit der Einzelglieder. innerhalb der Gesamtpopulation be- 
schranken. Die Unzulanglichkeiten im Technischen erlauben keine 
absoluten Zahlenangaben, die sich unter wechselnden Bedingungen sinn- 
voll vergleichen liefen. 


Wenn man die Mikroflora zweier Béden zu vergleichen beabsichtigt, 
dann sollte zuvor der Nachweis der Homogenitat fir einen Boden 
gefiihrt worden sein. Die Homogenitat ist hier im wesentlichen bestimmt 
durch die Dominanz und Frequenz der Arten sowie durch den Umfang 
der Bodenprobe. Als charakteristisch fir einen Boden sollte man nur 
die Arten ansehen, die in wenigstens 3 von mindestens 4 Analysen 
vorkommen. 


Falls man das Postulat der Homogenitat anerkennt, muB man beriick- 
sichtigen, daB sich aus wohlbegriindeten Angaben tiber die GleichmaBig- 
keit der Verteilung zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht unbedingt 
eine mikrobiologische Klassifizierung von Béden ableiten 14Bt. Der 
Homogenitatsnachweis ist ein Hilfsmittel, um die Sicherheit einer 
Aussage zu begriinden, die jedoch auf die raumliche Verteilung 
beschrankt bleibt. 


Sofern eine Verteilung von Mikroorganismen in zeitlicher Folge 
betrachtet werden soll, wird in unbalancierten Boden eine kontinuier- 
liche Homogenitat unmdéglich. Es mtssen in den relativen Haufigkeiten 
Verschiebungen deutlich werden. Das heiBt, wir werden die Sukzession 
physiologischer Gruppen beobachten konnen. 


Wenn man anerkennt, dai die Dynamik verschiedener Boden oder des 
gleichen Bodens in verschiedenen Zustanden der Aktivitat von 
Stoffwechselspezialisten zuzuschreiben ist, dann bietet sich eine 
Analyse physiologischer Gruppen als zweckmaiBige HErganzung zur 
numerischen Erfassung der Mikroorganismen an. 
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Aus Leistungen, Ansprichen und Toleranzen diirfte sich somit 
das Bild einer Mikroflora formen lassen, die in ihrer spezifischen Zusam- 
mensetzung durch das Substrat bestimmt ist. In einem weiteren Beitrag 
soll diese Méglichkeit experimentell tiberpriift werden. 

Auch von der Analysentechnik her gesehen wird es notwendig sein, 
sich fiir alle Fragestellungen einer nicht deskriptiven Bodenmykologie 
von der faszinierenden Vielfalt der isolierbaren Formen zu losen und 
nach den Leistungen und der dkologischen Bedeutung der Pilze zu 
fragen. Aus der sicheren Kenntnis wirklich wesentlicher Leistungsmerk- 
male wird sich im Laufe der Zeit ergeben, tiber welche Pilzarten eine 
Analyse AufschluB geben muB, wenn bestimmte Fragen geklart werden 
sollen. Die Kopplung von Homogenitits- und Leistungsnachweis wird 
dann fiir die Wahl einer geeigneten Methode entscheidend sein. 

Nach diesen Uberlegungen bedarf es schlieBlich der Erwahnung, daB 
ein Teil der Kritik an Bodenanalysen sich mit der Frage auseinandersetzt, 
ob es notwendig ist, den Nachweis einer Prasenz oder auch eines poten- 
tiellen Leistungsmerkmales in 6kologischen Zusammenhangen tiberhaupt 
zu diskutieren. Gefordert wird haufig der Beweis der aktiven Betei- 
ligung an Bodenprozessen. Dazu darf vielleicht folgendes gesagt werden: 

Kine aktive Mycoflora bildet sich unter den jeweils vorherrschenden 
Bedingungen in Abhangigkeit von den Existenzforderungen der Pilze. 
Dem Rhythmus der wechselnden Lebensbedingungen diirften sténdige 
Ubergange von vegetativen zu reproduktiven Stadien entsprechen. Aus 
diesem fortwahrenden Wechsel folgt bei unvoreingenommener und 
konsequenter Betrachtung, daB die Anwesenheit lebensfaihiger 
Mycelien nicht mit unbedingter Sicherheit einen gegenwartig aktiv am 
Abbau beteiligten Pilz anzeigt. Da man bei der Isolierung von Einzel- 
hyphen haufig gerade sterile Mycelien erhalt, ist es nicht gianzlich un- 
wahrscheinlich, daB diese Pilze zum Teil auch in Ruhestadien an- 
getroffen werden, da ihnen der entsprechende Ubergang zur Sporulation 
nicht gegeben ist, und dafiir starkwandige widerstandsfihige Hyphen 
bzw. Chlamydosporen ausgebildet sind. Andererseits schlieBt aber auch 
das Vorherrschen von Sporen nicht aus, daB der nunmehr ,,inaktive“ 
Pilz in einer eben zuriickliegenden Zeit ein Substrat aktiv bis zur Er- 
schépfung abgebaut hat. Ohne vorherigen Aufschlu8 von Energiequellen 
ist keine Sporulation méglich. Auch wird man sich kaum die Sporulation 
im Boden so iippig vorstellen diirfen, wie wir es von den luxurierenden 
Reinkulturen her kennen. 

Wenn man also davon absieht, in einem unbalancierten Boden die 
Dynamik des Wandlungsprozesses zeitlich zu verfolgen, so kann die 
Momentaufnahme der klassischen Bodenanalyse noch immer ein brauch- 
bares, wenngleich summarisches Bild gegenwiirtiger oder abgeschlossener 
Leistungen anzeigen. 
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Summary 


1. Some of the systematic requirements for the planning, carrying-out, 
and evaluation of a soil analysis are discussed. 


2. The numerical data of a 13 times repeated analysis of a soil are set 
out in relative frequency groups. 


3. The homogeneity of fungal distribution within the investigated soil 
sample is considered on the basis of dominance and frequency. 


_ 4. The present status of the isolation methods under consideration are 
subjected to critical examination. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. Fiir wertvolle Ratschlige und Mithilfe bei der Bestimmung 
der Pilzkulturen bin ich zu besonderem Dank verpflichtet den Herren Prof. Dr. 
S. WrinpiscxH (Berlin), Dr. W. Grruace (Berlin), Dr. G. Smrra (London) sowie 
den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern am CBS in Baarn fiir die jederzeit freund- 
liche Hilfsbereitschaft wahrend eines Gastaufenthaltes. Frau Incrrp MULLER danke 
ich fiir aufmerksame Assistenz bei der Durchfiihrung der Versuche. 
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Following the observation by Hirst (1941) that influenza viruses 
agglutinate chicken erythrocytes, it was found that several other viruses 
are capable of agglutinating erythrocytes from certain animal species 
(BuRNET 1942; NaciEer 1942; Lusu 1943; CLark and NaGuEr 1943; 
Mrs and Docusnz 1944; Levens and Enprers 1945; BranpDty et al. 
1946; Burnet and Boake 1946; Cau 1948; LanEeLLe and HorsraLy 
1949; OxrrsKky and Yacer 1949; Sasrn and BuEsScHER 1950). 

The results of investigations on the agglutinating power of Newcastle 
disease virus were very contradictory and the possibility of the strain 
being the source of such controversial state of affairs was suggested. 

Wrnstow et al. (1950) carried out an extensive study on the aggluti- 
nation of erythrocytes of 11 mammalian species by 31 different strains of 
Newcastle disease virus collected from various parts of the world and 
concluded that the ability of this virus to induce agglutination of mam- 
malian erythrocytes of a certain species is a character possessed by some, 
but not all, strains of the virus. Tamm (1952) found that allantoic fluid 
infected with Newcastle disease virus was able to agglutinate erythro- 
cytes from certain lower classes of vertebrates (fish and turtle) after 
dialysis and centrifugation. 

Totpa and EsKarous (1954) studied the agglutination of erythro- 
cytes of 9 mammals by 5 strains of fowl-plague virus and observed that 
the latters vary widely in their power of agglutinating mammalian 
erythrocytes; one strain may fail completely to agglutinate red blood 
cells of a certain mammal easily agglutinated by the other. - 

In the present investigation, the ability of 3 strains of Newcastle 
disease virus, namely, vaccine, Riqga and Cairo C as well as 5 strains 
of fowl-plague virus viz., original, attenuated, reactivated, tyroid and 
Dardiry to agglutinate erythrocytes of 19 animals belonging to various 
classes of vertebrates were determined. 
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I. Material and Methods 


The following strains of Newcastle disease and fowl-plague viruses were 
used in this investigation : 


A. Strains of Newcastle Disease Virus 


1. Vaccine: Ne P,R,C,. This refers to a Newcastle disease virus strain — 
Komaroy strain — which was received from Palestine on the 8th of October 1949. 
It was passed in chick embryos for 5 times (P;) and the virus was able to propagate 
and to kill the embryos in 72 hours. The virus-infected chorio-allantoic fluid was 
then inoculated into chick embryos (R,) and issued as a vaccine. The contents of one 
tube were then dried under vacuo for vaccine preparation. This vaccine gives con- 
plete immunity when inoculated into susceptible chicks in dilutions of 10~* to 10~°. 
The crop of virus strain used in this investigation was collected from chick embryos 
and hence the symbol P;R,C, represents its past history. 

2. Riqqa: C;P,;C,. This strain was isolated (EL-Nassary and Eskarovs) on the 
14th of June, 1950 from a diseased fowl despatched from Riqqa in Upper Egypt. 
The virus -was passed serially by one of the authors (J. K. E.) for 5 times in chick 
embryos, then in pigeon embryos for 15 times, the last crop was collected from a 
cultivation in chick embryos. This virus strain confers partial immunity on all 
inoculated fowls but does not induce complete immunity. Further, this strain does 
not kill any of the inoculated chickens over a period of 10 days. 

3. Cairo C,,. This is a virulent strain of Newcastle disease virus which was 
recovered (DAUBNEY and Ex-Nassary) on the 13th of October, 1947 from the 
brain of a dead fowl collected from a poultry shop at Cairo. The virus-inoculated 
chick embryos died after 48 hours and the virus was recovered from the chorio- 
allantoic fluid. Susceptible chicks inoculated with 1 c. c. of 10~* dilution of this 
chorio-allantoic fluid died after showing typical symptoms of Newcastle disease. 
Since its first isolation this strain was passaged in chick embryos for 29 times. The 
virus was stored at — 20°C in dry vacuum ampoules. For experimental purposes a 
crop from chick embryos was prepared. 


B. Strains of Fowl- Plague Virus 


1. Original: PFC,P,,C,,. This refers to a moderately active strain of fowl-plague 
virus and is considered to be the original material. It was isolated (DAUBNEY and 
IsHac 1953) in April 1948 from a freshly imported Indian pea-fow] at the Zoological 
Gardens, Cairo. It was passed twice in chick embryos, 11 times in pigeon embryos 
and finally repassaged for 35 times in chick embryos. This strain kills 40°/, of the 
infected fowls within 10 days and in the meantime confers partial or complete 
immunity on a small percentage of inoculated chicks. 

2. Attenuated: PFC,P,,CyoP.;C,. This is an attenuated line of the original 
strain of fowl-plague virus possessing high immunising properties. It was obtained 
(Dausney and IsHac, l. c.) by passing the original strain, after being isolated from 
the pea-fowl, for 2 times in chick embryos, 11 times in pigeon embryos, 30 times 
in chick embryos and lastly for 85 times in pigeon embryos. The final crop was 
collected from a cultivation in chick embryos. This strain confers complete immunity 
on 80°/, of the inoculated fowls and partial immunity on the remaining 20°/, but 
does not kill any of the infected fowls. 

3. Reactivated: PFC,P),CyoP.3C,;. With the aim of reaching a thorough com- 
parison of the original active strain and the attenuated line it was thought advisable 
to try to reactivate the latter series. This was accomplished by passaging it for 
several times in chick embryos and its infectivity to fowls examined at 5-passage 
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intervals. It was found to regain its infectivity after 15 passages. This line is given 
the name “Reactivated series of the original strain of fowl-plague virus” and is 
included in this investigation to act as a sort of link between the original strain and 
the attenuated series. This strain regularly kills 66.7°/, of inoculated fowls and 
confers partial immunity on the remaining 33.3°/). 

3. Tyroid: T,,,;. This denotes a strain of fowl-plague virus which was previously 
refered to as “A” strain. This strain was recovered by BisHiawy in the neighbour- 
hood of Alexandria in 1945 during an extensive outbreak of the disease on one of the 
Ministry of Agriculture’s breeding farms. The strain is highly virulent and, if 
anything, its virulence was slightly exalted during the first 30 passages in 
the chick embryos. During the next 30 passages its virulence for fowls may 
have declined slightly, but after three serial passages in adult birds, the period of 
survival of inoculated birds was reduced from 72 to 48 hours. This virus strain was 
cultured in Tyrode’s tissue-cultures and hence the name “Tyroid strain” was 
applied. It is used in Egypt for tissue-vaccine production and for challenging fowls. 

5. Dardiry: DF,P,,C,. This strain was isolated in Cairo in December, 1950 from 
the brain of European cross-bred fowl apparantly in the final comatose state of the 
disease. The virus was passaged for 3 times in the allantoic fluid of chick embryos, 
35 times in pigeon embryos and the final crop was collected from chick embryos. 
50°/, of the fowls inoculated with 10~% dilution of the virus are killed; complete im- 
munity is conferred on the remaining fowls. 

All the above mentioned strains and series of both Newcastle disease and fowl- 
plague viruses were kindly supplied by the Egyptian Ministry of Agriculture’s 
Serum and Vaccine Institute, Abbassieh, Cairo. 

The red blood corpuscles were collected from: a) Mammals: 1. Man; 
2. Rabbit; 3. Guinea pig; 4. Camel; 5. Cow; 6. Mouse; 7. Horse; 8. Shetland pony; 
9. Sheep (domesticated); 10. Wild sheep or Arwy sheep (Ammotragus L. Lervia) ; 
11. Pig; 12. Dog; 13. Cat; 14. Goat. — b) Birds: 1. Chicken; 2. Pigeon. — c) Rep- 
tile: 1. Snake. — d) Amphibia: 1. Frog (Bufo regularis). — e) Fish: 1. Clarias 
lazera. 

Most of the individuals of the above mentioned animals were kindly supplied by 
the Egyptian Ministry of Agriculture’s Serum and Vaccine Institute and Depart- 
ment of Game Preservation. Rabbit, pigeon and snake were obtained from outside 
breeders; frogs were collected from a pool near the Serum and Vaccine Institute. 

In almost all cases the agglutinability of blood samples from 3 or more indivi- 
duals of each species of animals was determined. 

The technique used for the preparation of red blood corpuscles and for the 
running of the hemagglutination test were those described by the authors in a 
previous paper (1954). 

II. Experimental Results 
Representative sets of the results obtained from these experiments are 


recorded in Tables 1—6. 


IIL. Discussion 
The result which stood out clearly in these experiments was that the 
behaviour of the R. B. Cs collected from different individuals of any one 
animal species with regards their ageglutinability by a specific virus strain 
was, more or less, similar with the exception of cow, pig, dog and goat in 
which cases erythrocytes from one of the three or more individuals used 
behaved in a distinctly different manner from the rest. 
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On consideration of the behaviour of erythrocytes collected from the 
majority of individuals examined the following conclusions were drawn: 

1. Erythrocytes of man, rabbit, guinea pig, camel, cow, mouse, wild 
sheep, dog, chicken, pigeon, snake, and frog were agglutinated, though to 
varying degrees, by all three strains of Newcastle disease virus. 

2. Horse, Shetland pony, pig, cat and fish erythrocytes were not 
agglutinated by any of the three strains of Newcastle disease virus used 
in this investigation. It is to be mentioned, however, that the Riqqa 
strain agglutinated erythrocytes collected from one of the three pigs used 
when the virus was present at a concentration of 1/256. 


3. The vaccine strain of Newcastle disease virus failed completely to 
agglutinate sheep R. B. Cs, whereas the other two strains, namely, Riqqa 
and Cairo C, revealed appreciable agglutination of these blood cells up to 
a dilution of 1/128. On the other hand, vaccine and Cairo C strains 
agglutinated goat R. B. Cs, whereas the Riqqa strain failed to do so. 


4. As in case of Newcastle disease virus strains, all 5 strains of fowl- 
plague virus used in this investigation failed completely to induce any 
agglutination of fish erythrocytes. On the other hand, R. B. Cs of horse, 
Shetland pony, pig and cat, which were not agglutinated by the strains 
of Newcastle disease virus, were easily agglutinated by all, or at least the 
majority, of the strains of fowl-plague virus. 

5. Man, rabbit, guinea pig, cow, mouse, wild sheep, dog, chicken, 
pigeon, snake, and frog R. B. Cs were agglutinated, though to varying 
degrees, by all 5 strains of fowl-plague virus. 

6. The attenuated and reactivated strains of fowl-plague virus strongly 
agglutinated camel and sheep R. B. Cs, slight agglutination was induced 
by the original strain, with no trace of agglutination in case of tyroid and 
Dardiry strains. 

7. Pig R. B. Cs were easily agglutinated by the attenuated, reactivated 
and Dardiry strains of fowl-plague virus; slight agglutination was ob- 
served when the blood cells were mixed with the tyroid strain whereas the 
original strain failed completely to reveal any trace of agglutination of 
R. B. Cs collected from 2 individuals, those of a 3rd one were slightly 
agglutinated at 1/8 and 1/16 dilutions of the virus. 

8. Goat R. B. Cs collected from 4 different individuals were all agglu- 
tinated by the reactivated strain of fowl-plague virus while the tyroid 
strain failed to agglutinate any of them. The original and attenuated 
strains revealed negative agglutination tests in 3 cases while in the 4th 
positive agglutination was observed at dilutions of 1/4—1/16. R. B. Cs 
of all 4 individuals were not agglutinated by the Dardiry strain except 
in one case where the virus induced slight agglutination when present in 


1/32 and 1 /64 dilutions. 
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Table 7 summarises the results obtained in this series of experiments 
and reveals that the agglutination of erythrocytes of different animal 
Species serves as a quick means of identifying and separating different 
viruses as well as different strains of one and the same virus. It can be 
seen from Table 7 that: 

1. All strains of Newcastle disease virus used in this investigation failed 
to agglutinate R. B.Cs collected from different individuals of horse, 
Shetland pony, and cat while those of fowl-plague virus showed varying 
agelutinating powers on the same blood cells. 

2. The three strains of Newcastle disease virus behaved differently 
with regards the agglutination of sheep and goat R. B. Cs. Thus, R. B. Cs 
of both animals were agglutinated by the Cairo C strain while the vaccine 
and Riqqa strains failed to agglutinate R. B. Cs of sheep and goat respec- 
tively. 

3. The tyroid and Dardiry strains of fowl-plague virus failed to agglu- 
tinate camel and sheep R. B. Cs whereas the remaining three strains of 
the same virus viz., original, attenuated, and reactivated revealed various 
degrees of agglutination of the same R. B. Cs. 

4. The strains of fowl-plague virus behaved rather differently with 
regards the agglutination of R. B. Cs of various animals at the low 
dilutions of the virus. Thus some virus strains revealed red blood cell 
agglutination right from the very first dilution while with others no evi- 
dence of agglutination was present at the low dilutions but definite 
agglutination was observed at the intermediate or high dilutions. The 
latter behaviour may be explicable on the basis of one or more of the 
following possibilities: a) rapid elution of the virus, b) production of 
hemolysis in presence of high virus concentrations, or c) presence of an 
inhibitor in the allantoic fluid which serves as the source of virus. 

In point of fact this question of abnormal behaviour of some strains 
needs further investigation from both theoretical and practical points of 
view. 

5. The results obtained with the three variants (‘‘original’’, “attenu- 
ated”, and “reactivated’’) of the same strain of fowl-plague virus indicate 
that the previous passage history of a particular virus may determine, 
to some extent, its hemagglutination species pattern. 


Summary 
In this investigation the ability of three and five strains of Newcastle 
disease and fowl-plague viruses respectively to agglutinate erythrocytes 
of 19 animals belonging to various classes of vertebrates were determined. 
The results obtained revealed the following facts: 
1. The behaviour of erythrocytes collected from different individuals 
of any one animal species, with regards their agglutinability by a specific 
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virus strain was, more or less, similar. A few exceptions to the above rule 
were observed in which the erythrocytes from one individual behaved in 
a distinctly different manner from those of other individuals of the same 
animal species. 

2. Closely related strains of one and the same virus vary widely in their 
powers of agglutinating erythrocytes of various animal species ; one strain 
may fail completely to agglutinate red blood cells of a certain animal 
easily agglutinated by the other. Such differences in the agglutinability 
of red blood cells are, of course more pronounced between different viruses 
than between strains of one and the same virus. 

The agglutination of erythrocytes of different animal species thus 
serves as a quick means of identifying and separating different viruses 
as well as different strains of one and the same virus. Several examples 
supporting this view were cited and discussed. 


Acknowledgement. The authors are greatly indebted to Professor HussEIN 
Saip, Dean of the Faculty of Science, University of Cairo for his valuable discus- 
sions and criticisms. 
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Beitrag zur Okologie der Gattung 
Streptomyces Waksman et Henrici* 


Von 
W. FLAIG und H. J. KUTZNER 


Mit 3 Textabbildungen 


(Hingegangen am 22. Juni 1959) 


Tn einer fritheren Mitteilung (FLatc u. Kurzner 1960) berichteten wir 
iiber Untersuchungen zur Systematik der Gattung Streptomyces. Der 
groBte Teil der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Kulturen war aus 
zahlreichen Bodenproben, selbst isoliert worden. Nach der Zusammen- 
stellung der sich bei der Charakterisierung gleich bzw. sehr ahnlich ver- 
haltenden Stamme zu Untergruppen versuchten wir festzustellen, inwie- 
weit Untergruppen in bestimmten Béden haufig, in anderen seltener oder 
gar nicht vorkommen, ferner ob bestimmte physiologische Gruppen, 
z.B. chromogene (Pepton-braunfarbende) oder antibiotisch stark aktive 
Streptomyceten in den einzelnen Béden in verschieden hohem Mafe 
vertreten sind. 

Wenn wir im folgenden die Ergebnisse der dkologischen Auswertung unseres 
Materials mitteilen, so verweisen wir dabei auf die Schwierigkeiten aller boden- 
mikrobiologisch-dkologischen Untersuchungen, wie diese vor allem in der Inhomo- 
genitit selbst kleiner, auBerlich einheitlich erscheinender Bodenflachen begriindet 
sind. Da man sich aber aus arbeitstechnischen Griinden sowohl auf eine kleine Zahl 
von Bodenproben als auch auf eine Auswahl aus einer Probe isolierter Organismen 
beschranken muB, sind auch die aus den Ergebnissen abgeleiteten Schliisse mit 
einer entsprechenden Unsicherheit belastet: Einmal wird eine untersuchte Boden- 
probe — auch wenn sie aus einer Mischung kleiner Proben von mehreren Stellen 
hervorgegangen ist — wohl kaum alle die an dem betreffenden Standort vor- 
kommenden Organismen enthalten, und zum anderen ist es fraglich, ob die geringe 
Anzahl der abgeimpften Kulturen wirklich ein getreues Abbild der Zusammen- 
setzung der Mikroorganismenflora gibt. 

Da andererseits unseren Untersuchungen eine so groBe Anzahl von 
Staémmen, zugrunde liegt, wie sie nur von wenigen Autoren bearbeitet 
wurde, soll auf die Wiedergabe der Ergebnisse nicht verzichtet werden. 


* Teilergebnisse der Dissertation H. J. KutzNEr: , Beitrag zur Systematik und 
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Standorte 

Bei der Isolierung der meisten Stémme sollte von bestimmten Béden 
die Streptomycetenflora quantitativ — sowohl in bezug auf die Gesamt- 
Streptomycetenkeimzahl als auch nach ,,Arten™ aufgeteilt — erfaBt 
werden, Aus diesem Grunde konnten wir nur eine beschrankte Anzahl 
von Béden untersuchen. Ferner wurden noch zahlreiche aus sehr ver- 
schiedenartigen Béden recht wahllos isolierte Stamme untersucht; diese 
lieBen sich somit nur zu der Feststellung heranziehen, inwieweit Staémme 
einzelner Untergruppen bestimmte Béden (z.B. unter einer bestimmten 
Vegetation) besonders haufig, andere selten oder gar nicht besiedeln. 
Auch die von Srapp (1953) isolierten und uns fiir diese Untersuchung 
iiberlassenen Stamme konnten nur in dieser Weise beriicksichtigt werden. 

Die zu untersuchenden Bodenproben wurden an Standorten mit ver- 
schiedenen Bodentypen in der Umgebung Braunschweigs gesammelt, 
und zwar wurden an einem Standort jeweils Proben von Ackerland, 
Grasvegetation (Ackerrain) und Wald entnommen?. Zusatzlich wurden 
noch einige weitere Béden in dieser ausfiihrlichen Weise untersucht. In 
folgender Ubersicht sind die untersuchten Béden zusammengestellt : 


1. BV: Braunerde Vélkenrode, Fruchtfolgeversuch des Instituts fiir Griinland- 
wirtschaft und Futterbau. Von 9 Parzellen dieses Versuches und dem benachbarten 
Grasrain wurden Proben untersucht. Da jedoch nur einmal aus je einer Sammel- 
probe von jeder Parzelle Streptomyceten isoliert wurden, ist schwer von den 
festgestellten Unterschieden auf Einfliisse der jeweiligen Kulturpflanze auf die 
Streptomycetenflora zu schlieBen, weshalb auf eine Wiedergabe der Werte fiir die 
einzelnen Parzellen verzichtet werden soll. In den folgenden Tabellen sind deshalb 
nur die héchsten und niedrigsten Werte sowie der Mittelwert fiir die 9 Parzellen 
angegeben. 

2. SH: Schwarzerde Halle/Saale, Versuchsfeld des Instituts fiir Pflanzen- 
ernihrung und Bodenkunde der Universitat, ,Ewiger Roggenbau“ (seit 1878 
standig mit Roggen bebaut)?. 6 Parzellen: sti: jahrlich 120 dz Stallmist/ha. — 
st2: jahrlich 80 dz Stallmist/ha. — npk: jahrlich 40 kg N, 56kg P,O;, 90 kg 
K,O/ha. — pk: ebenso. — k: ebenso. — u: ungediingt. 

3. SJ: Schwarzerde, Jerxheim. al: Acker, Zuckerriiben, 5—15 cm: (Aus tieferen 
Bodenschichten, 20—30 em, 50—60 em, 80—90 cm, die jedoch innerhalb des etwa 
1m machtigen A-Horizontes liegen, wurden wahllos 23 Stamme isoliert, die zu 
13 verschiedenen Untergruppen gehéren). — a2: Acker, Wintergerste, 5—15 cm. — 
r: Grasrain, 5—15 cm. 

4. Gl: Gleyboden, “Bodenstedt. wm: Wald (90°/, Rotbuchen, 10°/, Eichen), 
Moderschicht. — w8: Wald 5—10 cm. — al: Acker, geschalte Getreidestoppel, 
2—7 cm. — a2: Acker, Stoppelklee, 5—15 cm. — a3: Acker, 2jahriger Rotklee, 
5—15 cm. — r: Grasrain, 5—15 cm. 


1 Wir die Auswahl der Standorte danken wir Herrn Dr. H. J. ALTEMULLER, 
Institut fiir Bodenbearbeitung der Forschungsanstalt fiir Landwirtschaft, Braun- 
schweig-Vélkenrode. Alle bodenkundlichen Daten sind bei ALTEMULLER (1956) 
zu finden. 

2 Herrn Professor Dr. K. Scuma.russ sei fiir die Ubersendung der Bodenproben 
verbindlichst gedankt. 
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5. BT: Braunerde, Timmerlah. wi: Eichen-Rotbuchenwald, 0—5 cm unter 


Moderschicht (u.m.). — w2: ebenso, 0—5 cm unter Grasnarbe (u. gr.). — al: 
Acker, geschalte Haferstoppel, 2—10 cm. — a2: Acker, Stoppelklee, 5—15 cm. — 
a3: Acker, Zuckerriiben, 5—15 cm. — r: Grasrain, 0—10 cm. 


6. BS: Braunerde, Steterburg. wm: Eichen-Rotbuchenwald, Moderschicht. — 
w2: ebenso, 0—4 cm unter Moderschicht. — w10: ebenso, 10—15 cm unter Moder- 
schicht. — al: Acker, Zuckerriiben, 5—15 cm. — a2: Acker, Stoppelklee, 5 bis 
15 cm. 

7. RE: Rendzina, Elm (Muschelkalk). w2: Wald (90°/) Rotbuchen, 10°/, Eichen 
und Larchen), 0—2 cm. — wi0: ebenso, 10—15 cm. — 61: vom Rand eines Auf- 
schlusses, Grasnarbe, 5—15 cm. — 62: ebenso,5—15cm. 

8. RM: Rendzina, Meerdorf (Kreide). al: Acker, Wintergerste, 5—15 cm. — 
a2: Acker, Zuckerriitben, 5—15 cm. — a3: Acker, Stoppelklee, 5—15 cm. — 61: 
vom Rand eines Aufschlusses, Grasnarbe, 5—15 cm. — 62: ebenso, 5—15 cm. — 
63: ebenso, 5—15 cm. 

9. Exk.: Verschiedene Béden aus der Pfalz (Bodenkundl. Exkursion 1952). 
al: Braunerde, Riibenacker, 10cm. — a2: Rheinalluvium, Bruchwaldboden, 
Acker. — gr: ebenso, Wiese. — We1: Weinberg, ,.Morster Kirchenstiick“, 5 em. — 
We2: ebenso, 40 cm. 

10. Ko: Mistkompost. Kol: Mist: Erde = 1:1. — Ko2: Mist: Erde = 1:2. — 
Ko3: Mist: Erde = 1: 4. 


Methodik 


Nahrbéden: (Alle Angaben in g/1000 ml H,O). — Glucose-Pepton- 
Agar: Glucose 10; Pepton 12; Probacit 6; Agar 18; pu 7,0. — Starke- 
KNO,-Agar: Starke 10; KNO, 3; NaCl 2; K,HPO, 1; MgSO, 0,05; 
CaCO, 0,02; FeSO, 0,01; Agar 18; pu 7,2. — Glycerin-Glykokoll-Agar : 
Glycerin 20; Glykokoll 2; K,HPO, 1; NaCl 2; MgSO, 0,05; CaCO, 0,02; 
FeSO,.0,01; Agar 18; pu 7,2. — Haferflocken-Agar: 20 g Haferflocken in 
1000 ml H,O 15 min kochen, filtrieren, Filtrat auf 1000 ml auffillen, 
Zusatz von 18 g Agar. 


Keimzahlbestimmung 


Die Gesamtkeimzahl (auf Glucose-Pepton-Agar) und der Streptomycetengehalt 
(auf Starke-KNO,-Agar) wurden nach dem Kochschen Plattengu8verfahren 
ermittelt; es wurde von 10 g Boden ausgegangen, der mit 100 ml sterilen Leitungs- 
wassers versetzt und 1 min lang mit dem Ultra-Turax suspendiert wurde. Nach 
kurzem Sedimentieren wurde von der Suspension eine Verdiinnungsreihe hergestellt 
und von 3 aufeinanderfolgenden Verdiinnungen in 3 oder 4 Petrischalen je 1 ml 
mit 12 ml des Nahrbodens durch Schwenken gut vermischt und sodann bei 28° C 
bebriitet. Die Bodenproben eines Standortes wurden jeweils zum gleichen Zeitpunkt 
verarbeitet und zwar — bis auf die Exkursions-Béden, die 1 J ahr lagerten — bereits 
wenige Tage nach der Probenahme. Die Auszihlung der Kolonien auf dem Glucose- 
Pepton-Agar erfolgte nach 48 Std, die der Streptomyceten nach 6 tagiger Bebriitung 
und folgender 4—6 tagiger Auf bewahrung bei Zimmertemperatur. Aus den Kolonie- 
zahlen beider Nahrbéden wurde — unter Zugrundelegung der Werte von derselben 
Verdiinnung — der Keimgehalt/g Boden errechnet. 

Von den Starke-KNO,-Agar-Platten wurden nach Auszihlung zahlreiche 
Streptomycetenkolonien abgeimpft. Dieser Nahrboden hatte in Vorversuchen 
geringeres Pilzwachstum und bessere Versporung. der Streptomycetenkolonien 
gezeigt als der Glycerin-Glykokoll-Agar, wie er von LINDENBEIN (1952) und von. 
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Jaanow (1956) angewendet wurde. Nachdem alle Bodenproben auf diese Weise 
genauer analysiert worden waren, wurden aus einer Auswahl von Proben — nament- 
lich aus denen, die sich besonders reichhaltig an Streptomyceten erwiesen hatten — 
noch zahlreiche Stéamme mit Glycerin-Glykokoll-Agar isoliert. 


Tab. 1 soll als Beispiel dafiir dienen, in welcher Weise die Zahlen fiir 
die Bodenproben eines Standortes zusammengestellt wurden. 


Tabelle 1. Bakterien-, Pilz- und Streptomycetenkeimzahl sowie Anzahl der abgeimpften 
Streptomycetenkolonien und ausgewerteten Isolierungen von 5 Bodenproben eines 
Standortes (Braunerde, Steterburg) 


10-4 * 10-* Glu- | Stirke- ne 
Starke- cose-Pep- KNO,- r : Streptomyceten 
KNO,-Agar | ton-Agar Agar in Mill./g Boden 
Se/ES(28) 9 |[BElBe]88|/+™|S8| 288) 2] 82 
Bo l/ewmi(soH| S |ES|Ew] Ss Ra | Hag 20 > 2 
maM|/nalMs| & |ad |aal]om oM| S34 |2e| 6&8 
60 164); — | 24 |} 11 
43 147| — | 22 | 10 s 
al ay 168! 1 | 22 | 43 15,9 | 0,65 | 2,3 14,5 34 | 29+ 9 
45 
192) 42a a e13 6 
335i S |) 12a) Letts aed 
2 2 
a 99 lea tent 4S 9 15,2 | 1,31 | 1,3 8,6 36 27 
181) 1 | 153) — 
PA ay | Pa as ee Di he? 6 
wm 103 1Le | e16= 510811057 10:27.) 1,8 16,8 36 | 33+ 5? 
105 | 10 | 20 | 17 
18 2 71 6 6 5 
21 4 63 | 11 7 5 
9 / € 
Ww. ie ers 6 6,7 | 0,48 | 0,8 14,8 22 18 
82 | 15 
107° 10-4 
2 1 56 u 1 1 
Shs 46| 9 1 1 | 0,45 | 0,07 | 0,01 2,1 16 13 
1 > ’ > -> 
ihe Ae dd WS 8 al td pe 
5 | 5 | 
* Verdiinnung. — 1 Die niedrigen Zahlen der Streptomycetenkolonien waren 
durch schnell wachsende Pilze bedingt. — ? Bei einer spaiteren Isolierung erhaltene 
Staimme. 


Die Isolierung wurde so vorgenommen, dafs mit einer Impfése auf die Strepto- 
mycetenkolonie getupft wurde und die anhaftenden Sporen auf Petrischalen mit 
Haferflockenagar ausgestrichen wurden. Meist hatte man bereits beim ersten Mal 


eine reine Streptomyceten-Kultur, in den anderen Fallen wurde dieser Vorgang 
wiederholt. 
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Es ist sicher, da bei Verwendung des Staérke-KNO,-Agars und durch Abimpfung 
der dort versporten — d.h. Luftmycel tragenden — Kolonien eine Selektion vor- 
genommen wurde, doch nahmen wir dies in Kauf, um fiir die nachfolgenden Unter- 
suchungen, iiber die wir bereits berichteten, ein vergleichbares Material zu erhalten. 

Nachdem die Abimpfungen auf Haferflockenagar gut angewachsen waren, 
wurden die makroskopisch gleich erscheinenden Staémme aller Bodenproben eines 
Standortes zusammengestellt, nach der Farbe des Luftmycels, Substratmycels und 
Pigmentes in die 10 Gruppen (Fiaic u. Kurznur 1960) eingeteilt, die unterschied- 
lichen Stémme laufend numeriert und von je einem der gleichen Stamme eine 
Schrag-Agar-Kultur angelegt. 


Fiir jeden Boden wurde eine Tabelle aufgestellt, welche das Vorkommen der 
Staémme in den einzelnen Bodenproben angibt. Tab. 2 soll als Beispiel dienen. 

Selbstverstandlich wurden nur solche Stamme als gleich betrachtet, 
die in allen makroskopisch erkennbaren Merkmalen vollkommen iiberein- 
stimmten. Bei den geringsten Unterschieden wurden die einzelnen 
Stémme getrennt behalten. Wie sorgfiltig die Zusammenstellung 
, gleicher® Stamme vorgenommen worden war, zeigte sich dann bei der 
spiiteren Charakterisierung der einzelnen Stamme, bei der sich noch viele 
Isolierungen eines Bodens als zur gleichen Untergruppe gehérig erwiesen. 
Die Tatsache geht auch aus dem Verhiiltnis der zuriickbehaltenen 
Stiimme zur Zahl der durch sie reprasentierten verschiedenen Unter- 
gruppen eines Bodens hervor. (Vgl. auch Tab.3). 


Ergebnisse 
In Tab.3 sind die fiir alle Bodenproben ermittelten Zahlen zusammen- 
gestellt. Im folgenden sollen die Ergebnisse einzeln besprochen werden. 


a) Streptomycetenkeimgehalt und Prozentsatz der 
Streptomyceten an der Gesamtkeimzahl 


Uber den Gehalt an Streptomycetenkeimen sowie den Anteil der 
Streptomyceten an der Mikroflora legen zahlreiche Beobachtungen vor. 
In Tab.4 sind einige Angaben aus der Literatur zusammengestellt. 

Die von uns ermittelten, Keimzahlen (vgl. Tab.3) liegen in der GroBen- 
ordnung der von anderen Autoren festgestellten Werte: Der héchste 
Streptomycetenkeimgehalt wurde mit 4,8 Mill./g in einem Ackerboden 
(BT, a3) gefunden, der geringste mit 0,01 Mill./g in einem Waldboden 
(BS, w10). Der héchste Prozentsatz der Streptomyceten an der Gesamt- 
keimzahl betrug 21,5°/, (GI, r), der niedrigste 2,19/, in demjenigen Wald- 
boden, der die geringste Streptomycetenkeimzahl aufwies. Wie weiterhin 
aus Tab.3 hervorgeht, fiel die héchste Keimzahl an einem Standort nicht 
immer mit dem héchsten Prozentsatz zusammen. Auch ist bei den, ein- 
zelnen Standorten insofern keine einheitliche Tendenz zu ersehen, als der 
hdchste Prozentsatz z.B. zweimal auf dem Ackerland (SJ und RM), 
zweimal unter Grasvegetation (Gl und BT) und zweimal unter Wald 
(BS und RE) gefunden wurde. 
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W. Fuare und H. J. KuTzNER: 


Tabelle 4. Literaturangaben iiber Streptomycetenkeimgehalt und Anteil der 
Streptomyceten an der Gesamtkeimzahl verschiedener Boden 
as SS eS ee — — — 


Autor 


Boden 


Mill./g 


Prozent 
der Gesamtkeimzahl 


ee See 


HiIntNeEr u. STORMER (1903) 


Fovuseck (1912) 


Kratnsky (1914) 
‘Conn (1916) 


‘Conn (1917) 

WAKSMAN u. Curtis (1916) 
WaksMAN u. Curtis (1918) 
JENSEN (1930) 

Kravs (1940) 


‘Srarco (1941) 
‘CooPER u. CHILTON (1950) 


Horr (1950) 


Rerum (1953) 


Rerum u. Rerum (1953) 


KRASSILNIKOW u. Mitarb. 
(1953) 

W OLNIEWICZ-CZERWINSKA 
(1956) 

Misuustin (1956) 


JAGNow (1956) 


lehmiger Sand, 
Berlin-Dahlem 


Sandboden 
Lehmboden 
Tonboden 


37 Standorte, je- 
weils v. Acker- 
land und 
Grasvegetation 


25 Boden 
56 Boden 


lehmiger Sand 
Berlin-Dahlem 


4 podsolige Boden 
(A,-Horizonte) 


178 Proben von 
Zuckerrohrbéden 


Wacholderhang 


| Ackerboden 


Gartenerde 


6 Proben, 

Bot. Garten 

152 Proben, Meck- 
lenburg 


51 Proben Flott- 
lehm u. sandiger 
Lehm 


9 Proben von 6 
Bodentypen 
Buchenwald 


zahlreiche Proben 
von 5 verschiede- 
nen Bodentypen 

43 Standorte 


bis 2,9 


0,208 


12—14 
0,007 —2,4 
0,2—15,9 

0—13 

bis 1,8 


0,19—4,92 


0,135—4,375 
Nov. 

2,55 

5,48 

2,50 


Aug. 
51,5 
30,0 
16,5 


1,8 


0,15—4,6 


0—7,23 


1,04—14,3 
bis 1,8 


0,03—2,38 
5—2208 


Acker 
Grasvegetation @ 38 


Frihjahr 20 
Herbst 30 


7—10 
20—30 
8—15 


30 


@ 20 


3,5—15,4 

3,5—46 
0—73 
0—15 


9—22 


Aug. Nov.)im °/) 
42,9 160 
22,2 378 


14,4 100 


Bakt. 
Kz. 


bis 20 


1,4—33,6 
von einigen Proben 
mit sehr geringem 
Strept.-Gehalt ab_ 
gesehen: 10—60 
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Kinen héheren Streptomycetengehalt unter Grasvegetation als unter Ackerland 
hatte Conn (1916) festgestellt (vgl. Tab.4); einen héheren Gehalt in Ackerland als 
in Waldboden fand Enauusmn (1956) bei regradierter Schwarzerde, Braunem 
Waldboden und rostfarbenem Waldboden. Dagegen beobachtete Misuustin (1956) 
eine absolute und relative Zunahme der Streptomyceten bei Gley- und Podsol- 
boden durch Kultivierung des Bodens; bei Schwarzerde, Grauerde, kastanien- 
farbigem und braunem Boden stieg wohl die absolute Keimzahl bei Kultivierung an, 
der Prozentsatz war dagegen etwas niedriger als bei den unkultivierten Flachen. 


Einen Vergleich zwischen Streptomycetengehalt und der Diingung 
gestatten die Zahlen vom ,,ewigen Roggenbau“ (Halle/Saale). In Tab.5 
sind die in Tab.3 schon angegebenen Keimzahlen zusammen mit den von 
ScumatFruss (1950) mitgeteilten C- und N-Gehalten der Parzellen 


Tabelle 5. ,,Hwiger Roggenbau‘‘ Halle an der Saale 
Keimgehalt, Ergebnisse der Bodenuntersuchung nach der Ernte 1949 und Ernteertrage 
[z.T. nach ScumaLFuss (1950) ] 


Ernte 
(Korn-+ Stroh 


Neubauerwerte Streptomyceten 


Barz. (194449) Ween deeb an 
px | mgP,0,|mgK,0| C-% |  N-% Mile | 
ete! | Yin el 69") Se8f6 "ert,66"') 0,125 5762 AON MIT 
npk | 6,6 | 9,9 | 25,3 | 1,22 | 0,095 5300 1,0 | 13,3 
pk 7,2 } 11,7 | 36,9 | 1,18 | 0,091 3620 1,3 | 12,9 
n 58 | 6,7 | 10,8 | 1,18 | 0,091 3282 0,8 | 13,2 
el 65 | 8t 63 | 1,12 | 0,086 2480 04 | 5,8 


gusammengestellt. Die meisten Streptomyceten weist die Stallmistpar- 
zelle auf, die auch den héchsten C- und N-Gehalt hat; von den mit 
mineralischer Diingung versehenen Parzellen steht die pk-Parzelle an 
erster Stelle, bei der zwar weniger organische Masse anfallt als bei der 
npk-Parzelle — wenn man in diesem Falle von Korn+- Stroh-Ernte auf die 
Wurzelmasse schlie8t —, die dafiir aber einen hdheren Gehalt an P.O; 
und K,O sowie einen giinstigeren py-Wert aufweist. Den niedrigsten 
Streptomycetengehalt, sowohl absolut als auch relativ, weist die un- 
gediingte Parzelle auf, in erster Linie wohl durch die geringe Menge 
anfallender organischer Masse bedingt, wie es auch in dem niedrigen 
C-Gehalt zum Ausdruck kommt. 


b) EinfluB der Bodenreaktion 
auf den Streptomyceten keimgehalt 
Wenn einerseits auch bekannt ist, da& Streptomyceten im allgemeinen 
eine neutrale bis leicht alkalische Reaktion des Mediums bevorzugen, so 
konnte andererseits bei der Untersuchung jeweils einer groBeren Anzahl 
von Bodenproben oft nur eine geringe Korrelation zwischen Boden- 
reaktion und Streptomycetengehalt festgestellt werden. 
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JENSEN (1930) fand die meisten Streptomyceten (absolut) in Boden mit einem PH 
von 6,8—8,0; saure Béden, besonders unter py 5, wiesen nur einen geringen Gehalt. 
an Streptomyceten auf. Dagegen konnte keine Korrelation zwischen der Boden- 
reaktion und dem prozentualen Anteil der Streptomyceten an der Gesamtkeimzahl 
festgestellt werden, wie sie z.B. WaxksMAN (1922) fand. Zu ahnlichen Ergebnissen 
kamen auch Kuavs (1940) und Starc (1941). Auch Ream (1953) fand in Boden unter 
px 6 weniger Streptomyceten als in neutralen und alkalischen Boden. Dagegen 
konnten CoorPEeR u. CHiLton (1950) bei der Untersuchung von 178 Boden (px 5, 
25—1,75) keine Korrelation zwischen Bodenreaktion und Streptomycetengehalt 
feststellen. Sie fanden in den zu px-Klassen zusammengestellten Béden durch- 
schnittlich folgende Streptomyceten-Keimgehalte (Mill./g): px 5,25:1,107; 
px 5,75:1,682; px 6,25:1,452; px 6,75: 1,403; px 7,25:1,390; py 7,75: 1,297. 

Bei den Untersuchungen JagNows (1956) kamen hohe Anteile der 
Streptomyceten an der Gesamtkeimzahl in neutralen Boden haufiger vor 
als in sauren, andererseits kénnen aber auch zahlreiche neutrale Boden 
nur einen sehr geringen Streptomycetenanteil aufweisen. Eine ent- 
sprechende Auswertung der absoluten Zahlen lieB iiberhaupt keine 
Tendenz erkennen. Umgekehrt ist bei unseren Béden keinerlei Tendenz. 
zu erkennen, wenn man den Anteil der Streptomyceten mit der Boden- 
reaktion vergleicht (vgl. Tab.3); zieht man die absoluten Keimgehalte 
in Betracht, so erhaélt man ein dhnliches Bild wie Jaanow (1956) 
mit den Prozentzahlen (Abb.1). Die héchsten Keimzahlen wurden in 
neutralen Béden gefunden, doch gab es auch zahlreiche neutrale Béden, 
die keinen héheren Gehalt aufwiesen als saure. 

Wieweit aus sauren Béden isolierte Streptomycetenstémme auch auf 
Nahrbdéden eine gréBere Toleranz gegen einen niedrigen pq-Wert zeigen 
als Kulturen, die aus neutralen Boden stammen, wurde nicht naher 
gepriift. Hine diesbeztigliche Untersuchung von Jaanow (1957) zeigte, 
daB die Zugehérigkeit zu einer Serie (siehe unten) fiir die py-Grenze des 
Wachstums entscheidender war als die Herkunft aus neutralen oder 
sauren Béden. 


c) Anzahl verschiedener Untergruppen in den einzelnen 
Bodenproben 


Aus Abb.2 geht hervor, daB mit steigender Zahl der Isolierungen aus 
einer Bodenprobe auch die Zahl der verschiedenen Untergruppen an- 
steigt. Damit ist allerdings nicht gesagt, daB in den Bodenproben mit 
wenigen Isolierungen mehrere Untergruppen gefunden wiirden, wenn 
eine groBere Anzahl von Stiéimmen isoliert worden ware, denn in diesen 
Bodenproben war der Streptomycetengehalt auch sehr niedrig. Wenn 
man andererseits bei der ungleichen Anzahl der Isolierungen nicht sicher 
behaupten kann, daB die Zahl verschiedener Untergruppen mit zuneh- 
mendem Keimgehalt ansteigt, so geht doch aus Abb.2 hervor, daB Wald- 
béden — bis auf eine Ausnahme (RE, w2, px 7,2) — relativ wenig Unter- 
gruppen beherbergen, Boden unter Grasvegetation — ebenfalls mit einer 


vaen 
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Ausnahme — dagegen eine relativ verschiedenartige Streptomyceten- 
flora aufweisen. Hine entsprechende Feststellung machte auch JagNnow 
(1956), der auf Rasen- und Trockenwaldstandorten sowie feuchten 
Waldboden auf Kalk eine sehr artenreiche Streptomycetenflora fand — 
im Durchschnitt Vertreter von 6—7 Untergruppen! — an den itbrigen 


& 


Y 25} 
2 t 
& 
15 


Mill. /g 2 


77) "9 (OPO SCRY OME SO NNEC N70. 
Aneahl der Isoherungen aus einer 
Bodenprobe 
Abb. 2 


Abb.1. Streptomycetenkeimgehalt verschiedener Bodden in Abhangigkeit von deren Reaktion 


Abb.2. Anzahl verschiedener Untergruppen in den einzelnen Bodenproben in Abhangigkeit von der 
Anzahl der Isolierungen. e Ackerland; x Waldboden; A Grasvegetation u. Odland 


Waldstandorten dagegen nur Vertreter von durchschnittlich 3 Unter- 
gruppen. Die Parzellen des ,,Ewigen Roggenbaus‘‘ wiesen — trotz jahr- 
zehntelanger Monokultur — eine ebenso verschiedenartig zusammen- 
gesetzte Streptomycetenflora auf wie die anderen Boden. — Fat man 
die Bodenproben eines Standortes zusammen, so ist kein Einflu8 der 
Anzahl der Isolierungen auf die Zahl verschiedener Untergruppen fest- 
zustellen (Abb.3). Nur im Kompostboden wurde eine verhaltnismaBig 
niedrige Zahl verschiedener Untergruppen gefunden. 


Die Anzahl der von uns an den einzelnen Standorten gefundenen , verschiedenen‘ 
Untergruppen entspricht etwa den Feststellungen von Mrmsrex (1955) und JONES 
(1956). Mrusipx (1955) isolierte aus 47 Bodenproben von 5 verschiedenen Boden- 
typen jeweils 200—300 Streptomycetenstimme. Die makroskopisch gleich erschei- 
nenden Kulturen verwarf er, den Rest (5—10°/,) teilte er nach der Farbe des Luft- 
und Substratmycels in 9 Hauptgruppen mit insgesamt 31 Untergruppen ein. Die 
Zahl verschiedener Untergruppen in einem Boden schwankte von 6—23. Fast alle 


I Die von JAGNnow als Untergruppen bezeichneten Einheiten sind Untereinheiten 
der von Batpacct u. Mitarb. (1954) aufgestellten Serien, entsprechen also nicht 


unseren Untergruppen. 
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Bodenproben stammten von Grasland. Nur an einem Standort wurden Proben von 
verschiedener Vegetation entnommen: In Grasland (px 6,6) wurden 17 verschiedene 
Untergruppen gefunden, in abwechselnd als Grasland und Acker genutzter Flache 
(px 6,8) 24, unter Ahorn (px 7,0) 16 und unter Kiefern (px 6,2) nur 6. JONES (1956) 
isolierte aus 8 Béden mit Grasvegetation je 120 Stamme und teilte sie auf Grund der 
makroskopischen Erscheinungsform auf 5 Medien in Gruppen und Untergruppen 


0 
90 100 10 120 130 140 150 160 170 180 790 200 
2 Anadh! der Isoherungen von einem Standort 


Abb.3. Anzahl verschiedener Untergruppen an den einzelnen Standorten in Abhingigkeit von der 
Anzahl der Isolierungen. (@ Kompostboden) 


ein. Insgesamt fand er 41 solche Untergruppen, von denen allerdings zahlreiche nur 
vereinzelt auftraten, andere dafiir in den verschiedenen Béden einen hohen Anteil 
an der Streptomycetenflora bildeten. 


d) Die Verbreitung der Streptomyceten-Untergruppen 
in den verschiedenen Biden 

Mirsrexk (1955) versuchte, das Auftreten der von ihm isolierten Streptomyceten 
(s.o.) mit den Bodentypen in Zusammenhang zu bringen. Bodenproben von demselben 
Bodentyp unterschieden sich in der Zusammensetzung ihrer Streptomycetenflora 
nur geringfiigig; dagegen konnten deutliche Unterschiede zwischen den Floren ver- 
schiedener Bodentypen festgestellt werden. Kinige Untergruppen wiesen eine weite 
Verbreitung auf und wurden in zahlreichen Bodenproben gefunden (z. B. in 46, 34, 
33 und 30 der insgesamt 47 Boden), andere kamen seltener vor (z. B. nur in 5,6 und 
9 Proben). — JaGgnow (1956) kam zu ahnlichen Ergebnissen: Die meisten seiner 
Serien bevorzugten bestimmte Standorte; nur Stiémme der Serien Albus und 
Diastaticus erwiesen sich als Ubiquisten. 

Die entsprechende Auswertung unseres Materials sei an Hand der Tab. 6 
erlautert: Die obersten 2 Zahlenreihen geben die Anzahl der Untergrup- 
pen mit einer bestimmten Anzahl von Stémmen an. So haben wir z.B. 
150 Untergruppen mit nur einem Stamm. 16 mit 6, 2 mit 28 und 2 mit 
44 Stémmen (siehe FuBnote zu Tab.6). Die Untergruppen mit einer 
bestimmten Anzahl von Stiimmen wurden nun in folgender Weise 
aufgegliedert: z.B. sind 5 Untergruppen mit 13 Staémmen vorhanden. 
Diese 13 Stémme stammen bei der 1. Untergruppe aus 5 verschiedenen 
Bodenproben von 5 verschiedenen Standorten, bei der 2. Untergruppe 
aus 6 Bodenproben von 5 Standorten und bei der 5. Untergruppe aus 
13 Bodenproben von 12 Standorten. Die Stémme dieser Untergruppe 
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haben also eine sehr unterschiedliche Herkunft. Entsprechend waren 
von den 58 Untergruppen mit 2 Staémmen z.B. 27, bei denen diese 
2 Stémme aus 2 Bodenproben, von 2 Standorten stammten. Und von 4 
dieser 27 Untergruppen waren die beiden Staémme aus Waldboden, von 
weiteren 3 aus Ackerboden und von wieder 3 anderen Untergruppen 
aus Grasland isoliert worden. Bevorzugtes Vorkommen von Staémmen 
einer Untergruppe unter einer bestimmten Vegetation konnte bei 76 
der 382 Untergruppen festgestellt werden (in Tab. 6 durch verschieden- 
artige Striche kenntlich gemacht), und zwar kamen 14 Untergruppen 
bevorzugt unter Wald, 5 bevorzugt unter Grasvegetation, 11 bevorzugt 
in Ackerboden, 42 in Ackerboden und unter Grasvegetation und schlieB- 
lich 4 nur in Kompost und den Stallmistparzellen des ,,Ewigen Roggen- 
baus‘ vor. Allerdings wurde hierbei eine ganze Reihe von Untergruppen 
beriicksichtigt, die nur 2 Stémme enthalten, aber es finden sich doch 
auch zahlreiche gréBere Untergruppen, deren Stémme eine bestimmte 
Vegetationsform bevorzugen. 


e) Der Anteil chromogener Streptomyceten an der 
Streptomycetenflora verschiedener Boden 


Die Streptomyceten sind nicht nur an der Mineralisation der anfallen- 
den organischen Substanz beteiligt, sondern spielen dariiber hinaus auch 
bei der Bildung huminsduredhnlicher Stoffe eine Rolle — in letzterer 
Hinsicht wohl jedoch nur die chromogenen, d. h. peptonhaltige Nahr- 
béden, braunfarbenden Arten. Diese erstmalig von BrtseRtncK (1900) 
gemachte Feststellung wurde in zahlreichen neueren Arbeiten bestatigt 
(LaatscH 1948; LaaTscH u. Mitarb. 1950; ScuEFFER u. Mitarb. 1950; 
y. Prorno 1950 und 1951; Fuare 1950 und Frare u. Mitarb. 1952). Dabei 
soll es sich bei der Braunfirbung eiweiShaltiger Naéhrbéden um eine 
Tyrosinasereaktion handeln, (SKINNER 1938), die, wie neuere Unter- 
suchungen zeigten (KtsteR 1958), auch von zusatzlich vorhandenen 
C- und N- Quellen (Zuckern und Aminosauren) beeinfluBt wird. 


Insofern interessierte hier auch die Frage, ob chromogene Strepto- 
myceten unter bestimmten Verhaltnissen besonders haufig auftreten. 
Die Auswertung des Materials hatte folgendes Ergebnis. Wie aus 
Tab.7 hervorgeht, war der Prozentsatz unter Grasvegetation, (Acker- 
rain und Odland) in den meisten Fallen hoher als unter Acker und Wald. 
Natiirlich kann man dieses Ergebnis nur als Tendenz auffassen, denn die 
Schwankungen innerhalb einer Vegetationsform sind sehr grob, z.B. bei 
den 9 Parzellen des Vélkenroder Versuchsfeldes von 29 bis 82°/). Beson- 
ders auffallend erscheint der niedrige Prozentsatz in den beiden Stall- 
mistparzellen des ,,Ewigen Roggenbaus“ und auch bei dem Kompost mit. 
dem Erde-Stallmist-Verhaltnis 1:1. 
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Tabelle 6. Aufteilung der Untergruppen mit jeweils gleicher Anzahl von Stammen nach 
der Anzahl der Standorte und Bodenproben, aus denen die Angehérigen der betreffenden 
Untergruppen isoliert worden waren. 


Erlauterungen im Text 


y 2 3 4 5 6 7 8 9 
150' 58 34 18 17 16 6 8 5 
Sanrcnn SEns  EE 
20x: 1H?;| 22x: 1;1 | 13x:1;1 |5x:1;1)3x:1;1 1;2 Let 1;1 1;2 
133 151 itr | 2;4 
130x:1;1 3x:1;2 1;2 iss 1;4 1;2 1;2 5;8 


234 | 131 | 5:5 | 535 | 5:5 | 151 | 8:8 | 2:4 | 8512] 658 
3:3 | 4;4°| 8:9 | B36 | 738°) 132) (41344 | 93181 9;12 
ed aed NO eet "1 40;12 | 10313. 
S260) 4:6) 537 1012 tee 
3:6 |4x:5;5 12313 ade bs 
= 12318 
4;7 5;6 
EB 1-6:054 
Tova, 
9;9 | 
20 21 24 25 26 28 32 35 | 42 44 
2 2 1 2 1 4 PA 3 | a 2 
455 |1t;11|11;12| 7;10|10;15| 738 | 257 | 8;10| 18524) 11517 
2:14 | 12313 10316 13;14/16;18|12;17). 
> (145325 
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Tabelle 6 (Fortsetzung) 


Zpmepmeoeforer (1) SP vor | Men yp era i748" faa) | 144 


oa Ses lla se i Soe 


| 
22,24 | 10313 | 24531 |17;29 | 2;26 | 11;20 24 ;33 | 2523 


1 Die hier angefiihrten Zahlen der Untergruppen mit jeweils einer bestimmten 
Anzahl von Stammen stimmen aus folgendem Grunde nicht mit den Werten der 
Tab.5 unserer vorigen Mitteilung iiberein: Hier wurden alle isolierten Stimme 
beriicksichtigt, in der Tab. 5 nur die nach der ersten Durchsicht (siehe oben) be- 
haltenen Kulturen. Dadurch nimmt die Zahl der nur einen bzw. zwei Stamme 
enthaltenen Untergruppen ab (von 60 auf 54°/)), und es treten dafiir mehr um- 
fangreichere Untergruppen auf. 


INGeL Wialdtteett. (etter ae lei 14 
——-—vunter Grasnarbe .......--. 5 
=an-==~ jn Ackerboden. 8s) . 7. os) i fe 11 
—-—- in Ackerboden u. unter Grasnarbe . 42 
-——- nur in Kompost u. Stallmistparz. . 4 ° H = H-Stamm (authentische 
76 Kultur). 


Tabelle 7. Prozentsatz chromogener Stéimme an der Streptomycetenflora verschiedener 
Boden 
(a = Acker, r = Ackerrain, w = Waldboden, 6 = Odland, We = Weinberg; in 
jeder horizontalen Reihe wurde der héchste Wert umrandet) 


a a a r Ww Ww Ww 6 6 6 We 
BV 571 |29-82 
22 | 25 | 50 
SH? 
35 49 


cr | 38 | 35 | 16 ie i4 


BT 13 | 29 | 12 pene oe 

BS 2 mr | Tr [6° 

RE Beil e 

RM | 31 | 26 | 56 | 48 [67] | 44 
Exk | 30 | 32 We 1| [62] 
Komp 29 | 47 We2| 33 


1 Durchschnitt von 9 Parzellen. 
26 Parzellen: st 1, st 2, npk, pk, n, u. 
3 Ko 1, Ko 2, Ko 8. 
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f) Verbreitung antagonistischer Streptomyceten 
in den verschiedenen Boden 


In mehreren Untersuchungen wurde bereits der Frage nachgegangen, 
ob zwischen bestimmten, Bodeneigenschaften und dem Vorkommen 
antibiotisch wirksamer Streptomyceten ein Zusammenhang besteht. 


So isolierten CoorER u. CHinToNn (1950) aus 181 Béden 8302 Streptomyceten- 
Staémme und testeten diese gegen Pythium arrhenomanes. Das arithmetische Mittel 
der Hemmzonengro8e aller Isolierungen aus einem bestimmten Boden bezeichneten 
sie als ,,antibiotischen Index“‘, das Produkt des letzteren mit der Streptomyceten- 
keimzahl (in Tausend) als ,,antibiotischen Wert“. Es zeigte sich, dab mit steigendem 
pu-Wert (5,25—7,25) der antibiotische Index anstieg (von 0,98 auf 2,00). Der anti- 
biotische Wert lag in der niedrigsten pq-Klasse bei 1.085, in den anderen schwankte 
er — ohne eine Tendenz erkennen zu lassen — von 2,296—2,780, bedingt durch das 
Absinken der Keimzahlen mit steigendem pq (vgl. 8. 218). In ahnlicher Weise errech- 
neten auch LANDERKRIN et al. (1950) den ,,antibiotischen Index“‘ von 5 Béden, aus 
denen sie 660 Streptomycetenkulturen isoliert und gegen 5 Bakterien und 3 Pilze 
getestet hatten. Die Indices der einzelnen Béden waren recht unterschiedlich, doch 
konnten infolge der geringen Anzahl der Proben keine Tendenzen abgeleitet werden. 
Rovarr et al. (1951) stellten fest, da der Anteil antagonistischer Streptomyceten 
in der Rhizosphare von im Wachstum befindlichen Pflanzen etwa doppelt so hoch 
ist wie im umgebenden Boden. Spater glichen sich die Verhaltnisse in den beiden 
Bodenzonen jedoch einander an. KRrassInnrKoy et al. (1953) fanden die meisten 
gegen Bac. subtilis wirksamen Streptomyceten in einer Schwarzerde bei Kiew 
(43°/) aller Streptomyceten), in kastanienfarbigen Béden und Podsolbéden waren 
dagegen nur 11 bzw. 13°/, antibiotisch wirksam (weitere Zahlen siehe bei JAGNow, 
1956). — HorvatH u. Mitarb. (1953) untersuchten die Streptomycetenflora von 
19 Béden, konnten aber keine Beziehung zwischen Vegetation, Bodenreaktion 
und Humusgehalt einerseits und der Verbreitung von Antagonisten andererseits 
feststellen. Lediglich junge, alluviale B6den und nasse Béden fielen durch ihren 
geringen Gehalt an antibiotisch wirksamen Streptomyceten auf. — Szapo (1954) 
fand eine antibiotisch besonders wirksame Streptomycetenflora in schon lange 
kultivierten Ackerbéden. Eine spitere Arbeit (SzaBo 1956), in der aus 34 Béden 
ber 1000 Streptomyceten isoliert und getestet wurden, bestatigte diese Ergebnisse: 
Die Streptomycetenflora in Béden mit intensiver Mikroorganismentatigkeit — 
besonders in Ackerbéden in guter Kultur — wies eine gréBere antibiotische Aktivitat 
auf als diejenigen saurer, ausgelaugter Waldbéden. Zwischen dem Humusgehalt und 
den physikalischen Bodeneigenschaften einerseits und der antibiotischen Wirksam- 
keit der isolierten Staémme andererseits wurde keine Beziehung festgestellt. Auch 
Korenyako et al. (1955) fanden eine an Antagonisten reiche Streptomycetenflora 
in gediingten Ackerbéden, sehr wenige Antagonisten in sauren Waldbéden (Podsol). 
Jaanow (1956) kam zu einem ahnlichen Ergebnis wie Krasstunrkoy (1953): In 
Kalktrockenrasen und an Trockenwaldstandorten waren 35—38°/, der Strepto- 
myceten gegen Bac. subt. wirksam, was etwa dem antibiotisch wirksamen Anteil in 
der Schwarzerde KRassILnikovs entspricht, in den sonstigen neutralen bis sauren 


Waldbéden 18°/). 
Wir folgten dem Beispiel von CoorEr u. CHILTON (1950) und errechneten 


fiir jeden Boden einen antibiotischen Index fiir Bac. subt. und Azot. chrooc.in 
Summe der Hemmzonenradien der Isolierungen 


folgender Weise: — Aneabl den laclerunaen < Strept.- 
Keimzahl in Mill./g Boden. 
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Als Beispiel mégen folgende Zahlen dienen: Nehmen wir an, aus einem 
Boden mit der Strept.-Keimzahl von 1 Mill./g wurden 20 Staémme isoliert, 
von denen jeder eine Hemmzone von 10mm Radius erzeugte. Dann 
wurde der antibiotische Index 10 sein. Der héchste Index gegen Bac. subt. 
und Azot. chrooc. wurde fiir eine Bodenprobe unter Grasvegetation auf 
Gleyboden mit 10,3 bzw. 7,85 errechnet. Die Indices der anderen Béden 
sind wesentlich kleiner; sie sind aus Tab.3(S.213) und Abb.4zu ersehen. 
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Abb.4. Antibiotische Indices der Streptomyceten-Floren verschiedener Béden gegen Bac. subt. und 
Azot. chrooc. (Die beiden héchsten Werte, 10,3 und 7,85, fiir Gl, r sind nicht verzeichnet; Punkte auf 
der Nullinie bedeuten sehr niedrige Indices, x Index = 0) 


Wie aus Abb.4 zu ersehen ist, weisen besonders Waldbéden sehr haufig 
niedrige Indices auf. Vergleicht man die antibiotischen Indices der Boden 
eines Standortes miteinander, so zeigt sich, daB die héchste antibiotische 
Wirksamkeit gegen Bac. subtilis fiinfmal unter Grasvegetation, dreimal 
unter Acker und einmal unter Wald vorkam, gegen Azot. chrooc. dreimal 
unter Grasvegetation, viermal unter Acker und zweimal unter Wald. 

Ein hoher antibiotischer Index kann einmal dadurch zustande kommen, 
daB der Boden eine groBe Zahl nur schwach wirksamer Streptomyceten 
beherbergt, zum anderen dadurch, dafs in dem betreffenden Boden 
einige antibiotisch besonders stark wirksame Streptomyceten vorkom- 
men. In gewisser Hinsicht interessiert die Frage, ob besonders stark 
wirksame Streptomyceten in bestimmten Béden haufiger vorkommen 
als in anderen, namentlich wenn es darum geht, Antibioticabildner zu 
finden. Eine Mitteilung dariiber liegt von LINDNER u. WALLHAUSER (1955) 
vor, die tiber die Herkunft von 2500 antibiotisch aktiven Streptomyceten, 
die aus 40000 Bodenproben isoliert wurden, folgende Angaben machen: 
22,2°/, wurden aus Odland und Steppenboden, 18,6 aus Wiesenerde, 
17,2°/, aus Walderde, 14,8°/, aus Ackererde isoliert, wahrend FluBerde, 

16* 
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Baumerde, Kompost und Gartenerde jeweils nur 3,8—8,6°/, der Stamme 
lieferten. (Leider ist nicht ausgefithrt, ob von jeder Bodenart bzw. Vege- 
tation die gleiche Anzahl von Bodenproben untersucht wurde). 

Eine Aufteilung der besonders stark antibiotisch wirksamen Stamme 
unseres Materials nach ihrer Herkunft hatte folgendes Ergebnis (Tab. 8): 


Tabelle 8. Herkunft der gegen Bac. subtilis wnd Azot. chroococcum stark wirksamen 
Streptomycetenstimme 
a Hemmzonenradius 4,5 und > 4,5mm; b Hemmzonenradius 7 ,0 und > 7,0 mm 


antibiot. emeieiee Wald Acker Grasveg. Kompost 
gegen Stamme 34 Proben | 83 Proben | 33 Proben 8 Proben 
Bac. subt. a 201 27 107 65 2 
b 72 20 33 18 1 
Azot. chrooc. a 145 27 ral 36 1 
b 78 19 41 17 1 
umgerechnet auf 100 Bodenproben je Standort: 
Bac. subt. a 79 129 197 25 
b 59 40 55 12,5 
Azot. chrooc. a 79 85 109 12:5 
b 56 49 51 12.5 


Von den 201 St&émmen, die eine iiber 4,5 mm breite Hemmzone bei 
Bac. subt. erzeugten, stammten 27 aus 34 Waldbodenproben, 107 aus 
83 Ackerbodenproben, 65 aus 33 Proben von Grasvegetation und 2 aus 
8 Kompostproben. Wenn nur die Stiimme beriicksichtigt werden, die 
eine tiber 7 mm breite Hemmzone hervorriefen, so sind die entsprechen- 
den Zahlen 20, 33, 18 und 1. Die meisten aktiven Stémme wurden jedes- 
mal aus Ackerbéden isoliert, aber nur, weil von diesen die meisten Proben, 
untersucht worden waren. Nach Umrechnung auf jeweils 100 Boden- 
proben je Vegetationsform zeigt es sich, da bei Beriicksichtigung der 
aktiven Stiimme ab 4mm Hemmzonenradius die meisten vom Grasland 
stammen bzw. ab 7mm aus Waldboden. — Bei Azot. chrooc. ist die 
gleiche Tendenz festzustellen. 


Zusammenfassung 


1. Aus zahlreichen, an mehreren Standorten jeweils von Ackerland, 
Grasvegetation und Waldboden entnommenen Proben wurden, 1492 
Streptomycetenstimme isoliert. Die héchste Streptomycetenkeimzahl 
wurde mit 4,8 Mill./g in einem Ackerboden, der héchste Prozentsatz mit: 
21,5°/, unter Grasvegetation gefunden. 

2. Hohe Streptomycetenkeimgehalte wurden besonders in Béden 
gefunden, deren px-Wert iiber 6,5 lag; jedoch hatten auch zahlreiche 
Boden, deren pa-Wert um den Neutralpunkt lag, einen ebenso geringen 
Keimgehalt wie die sauren Boden. 


Beitrag zur Okologie der Gattung Streptomyces Waksman et Henrici 227 


3. Die Waldbéden wiesen im allgemeinen eine aus verhaltnismaBig 
wenigen verschiedenen Untergruppen bestehende Streptomycetenflora 
auf, Graslandbéden dagegen eine sehr verschiedenartig zusammen- 
gesetzte Streptomycetenflora, wihrend Ackerbéden in dieser Beziehung 
eine Zwischenstellung einnahmen. 

4. Zahlreiche Untergruppen kamen bevorzugt unter einer bestimmten 
Vegetationsform vor: 14 unter Wald, 5 unter Grasnarbe, 11 in Acker- 
boden und 4 nur in Stallmist-Kompost und den Stallmistparzellen des 
,,Ewigen Roggenbaus“ in Halle/S. 

5. Ein hoher Anteil chromogener Streptomyceten wurde besonders 
haufig unter Grasvegetation gefunden. Ein an Stallmist reicher Kompost 
sowie die Stallmistparzellen des ,,Ewigen Roggenbaus“ wiesen einen auf- 
fallend geringen Prozentsatz chromogener Stémme an der Streptomyce- 
tenflora auf. 

6. Fir jeden Boden wurde ein ,,antibiotischer Index‘ gegen Bac. subt. 
und Azot. chrooc. errechnet. Der gréBte Anteil der gegen Bac. subt. und 
Azot. chrooc. antibiotisch besonders aktiven Streptomyceten (Hemm- 
zonenradius groBer als 4 mm) kam unter Grasvegetation vor, die Stamme 
mit einem Hemmzonenradius von itiber 7mm waren in Waldbéden 
etwas hiufiger als in Ackerbéden und unter Grasvegetation. 
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Das Pilzspektrum einer Bodenprobe 
Il. Nachweis physiologischer Merkmale 


Von 
KLAus H. DomscH 


(Hingegangen am 21. Oktober 1959) 


In einem vorhergehenden Beitrag (Domscx 1960c) wurde festgestellt, 
daB die rein zahlenmafige Erfassung von Pilzanteilen in einer Boden- 
analyse erginzt werden sollte durch eine Analyse der physiologischen 
Leistungsfahigkeit der Einzelpilze. Diese Forderung eriindet sich auf der 
Annahme, daB es im allgemeinen fiir die Beurteilung von mikrobiolo- 
gischen Bodenuntersuchungen, fir den Vergleich verschiedener Boden- 
proben und somit fiir die Deutung dkologischer Zusammenhange im 
Bereich der Mikroorganismen ziemlich unerheblich ist, zu welchen 
systematischen Klassen oder Ordnungen sich die EKinzelisolate zusam- 
menfassen lassen. Weder die Anspriiche der Bodenpilze an bestimmte 
Substrate noch deren Leistungen sind mit taxonomischen GroBmerk- 
malen streng korreliert (vgl. LEvIsoHN 1959). Auch kann der relative 
Anteil eines Pilzes an einer Mycoconose nur im Zusammenhang mit 
seiner Leistung richtig beurteilt werden, da sich auch seltene Pilze inner- 
halb ihres Wirkungsbereiches als sehr leistungsfahig erweisen k6énnen. 

In einschlagigen Arbeiten wird meist Wert auf die Feststellung gelegt, 
da® Pilze an den Umsetzungen im Boden in hohem Mabe beteiligt sind. 
Allerdings besteht nur wenig Klarheit dariiber, welche Stoffumsatze vor- 
wiegend auf pilzliche Beteiligung zurtickgehen (vgl. auch ABBorr 1923). 
Aus der Summierung gewisser Hinzelleistungen, die nach anderen Ge- 
sichtspunkten an bevorzugten Objekten in physiologischen Experimen- 
ten gelegentlich erarbeitet wurden, ergeben sich kaum befriedigende 
Einblicke in die potentiellen Abbauprozesse. 

Es wird in der vorliegenden Arbeit versucht, einen ersten Einblick in 
die Leistungsfahigkeit der Bodenpilze zu gewinnen, deren Haufigkeits- 
verteilung in einer friiheren Untersuchung (Domscu 1960c¢) abgegrenzt 
worden ist. Die Auswahl der untersuchten Kriterien ist provisorisch. Sie 
ist im wesentlichen bestimmt durch die Notwendigkeit, fiir die Bewertung 
von Versuchen iiber die Einfliisse von Fungiciden auf die Pilzflora einige 
brauchbare Unterlagen zu gewinnen. 
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I. Material und Methoden 
1. Herkunft und Nachweis der Pilze 


Samtliche Pilze stammen aus einer abgelagerten, 3jahrigen Komposterde. Als 
Nahrbéden dienten fiir die Isolierung ein Glucose-Phosphatagar mit Milchsaure- 
bzw. Streptomycinsulfatzusatz. PlattenguBverfahren und Einzelhyphenisolierung 
wurden angewendet. Saimtliche Pilze werden in einer gesonderten Darstellung 
(Domscr 1960d) eingehend charakterisiert. 


2. Analyseverfahren und Bewertung 


Zur Feststellung der antibiotischen Aktivitat wurde jedes Isolat mit jedem 
der Testpilze (siehe S. 232) in einer Petrischale auf Malzagar kombiniert. Der Abstand 
der (auf einen Durchmesser von 5mm gestanzten) Impfstiicke betrug 50 mm. 
Langsam wachsende Isolate erhielten bis zu 4 Tage Vorsprung. Vorkommen von 
Hemmhéfen mit @ > 5mm wurden als starke, @ < 5 mm als schwache antibio- 
tische Aktivitat bezeichnet. 

Wachstumsgeschwindigkeiten wurden auf Malz- und Czapekagar in 
3facher Wiederholung ermittelt. Die Zahlenwerte geben den Zuwachs des 
Kolonieradius in der Zeiteinheit wieder. Uber die Herstellung der Erdréhr- 
chen siehe unter Sauerstoffbedarf. Fiir die Gruppeneinteilung gelten folgende 
Grenzwerte: < 10.mm/10 Tg (sehr langsam), 11—20mm/10Tg (langsam), 21 
bis 50 mm/10 Tg (schnell), = 50 mm/10 Tg (sehr schnell). 

Saéurebildungsvermégen wurde auf Bromkresolgriinagar (0,025°/, Brom- 
kresolgriin als Indicator, Glucose und Salze wie fiir Czapekagar, zusatzlich 0,5°/) 
Difcohefeextrakt, p6,3) und CaCO,-(Malz) Agar ermittelt. Bildung einer Saurezone 
um die Kolonie wurde gegeniiber Ansiuerung im Koloniebereich besonders be- 
wertet. 

Starkeabbau wurde auf einem entsprechenden Nahrboden nach PocHon 
(1954) bestimmt. Entwicklung der Amylasezone mit Jodjodkaliumlésung. Gute 
Starkeverwertung wurde nur bei deutlicher Zonenbildung und gutem Wachstum 
angenommen. 

Chitinverwertung lieB sich auf Chitinagar (Czapek; 0,5°/) Hefeextrakt; 
1,5°/, Chitinpulver aus hochgereinigten Krabbenpanzern; px 5,8) und in Fliissig- 
keitskultur (wie oben, jedoch ohne Agar und mit groben Chitinteilchen) verfolgen. 
Es wurden unter Beriicksichtigung verschiedener Gesichtspunkte die Gruppen 
» Sehr gut’, ,,gut“ und ,,fehlt‘‘ aufgestellt. 

Celluloseverwertung wurde auf Celluloseagar (0,4°/, Pracipitatcellulose nach 
Pocuon (1954) + Czapek +- Hefeextrakt + 0,01°/, ,,Start‘‘-Glucose im Vorversuch; 
0,3°/) Pracipitatcellulose +- 0,3°/) NaNO, + 0,1°/) K,HPO, + 0,05°/) MgSO, - 7H,O 
+ 0,05°/, KCl + 0,001°/, FeSO,-7H,O + 0,5°/, Difcohefeextrakt im Hauptver- 
such) bei px 5,6 tiberpriift. AuBerdem wurde der Abbau von Filtrierpapierstreifen 
in der letztgenannten Lésung iiber 4 Wochen hin verfolgt. Die Lysis der Cellulose- 
fasern wurde mikroskopisch iiberpriift. Bewertung des Celluloseabbaus wie bei 
Chitin. 

Zur Bestimumg der Verwertung des Lignins als einziger C-Quelle diente 
ein Ammonium- sowie ein Na-Salz der Ligninsulfosiure!. Das NH,-Salz wurde 
0,5°/,ig einer Lésung von 0,2°/, NH,NO,; 0,5°/, K,HPO,; 0,25°/, MgSO,-7H,0; 
0,25°/, NaCl; 0,005°/, FeSO,-7H,O; 0,005°/, MnSO,; 0,01°/, ,,Start‘‘-Glucose 
und 1,5°/, Agar zugesetzt. Das Na-Salz kam 0,5°/jig zu einer geringfiigig abgeander- 
ten Nahrlésung ohne Glucose und ohne Agar, px 6,3. Von den in Fliissigkeitskultur 


1 Fiir die freundliche Uberlassung sei der Zellstofffabrik Waldhof/Mannheim 
auch an dieser Stelle gedankt. 
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gebildeten Mycelien wurden nach 5wéchiger Bebriitung Trockengewichte ermittelt. 
Beurteilung der Ligninverwertung wie bei Chitin. 


Tanninabbau wurde in Czapek-Nahrlésung mit Hefeextrakt und 5°/, Tannin 
verfolgt. Eine Verwertung wurde nur bei deutlichem Wachstum angenommen. 


Fir den EiweiBabbau wurde ein Gelatine-Malz-Nahrboden sowie ein Mager- 
milchagar (100°/, Magermilch; 1,5°/) Agar, px 5,6) verwendet. Verfliissigung bzw. 
Aufhellung unter oder rings um die Kolonie dienten als Kriterium. 


Angaben iiber die Ermittlung der Fungicidtoleranz sind an anderer Stelle 
(Domscr 1960a) ausfiihrlich dargestellt. In die Besprechung wurden nur Pilze mit. 
haufigem Auftreten aufgenommen, die in wiederholten Versuchen auf eine Fungicid- 
behandlung des Bodens stets in gleicher Weise reagierten. 


Sehr gute Saccharosetoleranz war bei einem 30°/, besseren Wachstum auf 
einem Nahragar mit 40°/, Rohrzucker gegeniiber einem 3°/,igen Zuckergehalt 
angezeigt. Um 10—20°/, verbessertes Flachenwachstum lieB auf gute Toleranz, 
> 60°/, vermindertes Wachstum auf sehr geringe Toleranz schlieBen; keine 
Zwischenwerte. 

Der Sauerstoffbedarf wurde in Erde iiberpriift (3 Teile Lehm, 2 Teile Seesand 
und 2 Teile Torf gemischt, vom Gemisch je 5cm* in Réhrchen eingefiillt 
und mit 2cm? verdiinntem Mdhrensaft angefeuchtet). Anaerobe Bedingungen 
mit Hilfe des Wright-Burryverschlusses (O,-Bindung durch alkalische Pyrogallol- 
lésung). Wurden die AbschluBstopfen (Gummi) der Roéhrchen nicht mit Paraffin 
verschlossen, so drang nach langerer Kulturdauer Sauerstoff ein. Die Atmosphare 
innerhalb der Erdréhrchen wurde fiir diesen Zeitraum als sauerstoffarm angesehen. 


Es wurde Wert darauf gelegt, méglichst fiir jedes Merkmal Ergebnisse aus ver- 
schiedenen Testverfahren verfiigbar zu haben und mehrere Stémme der gleichen 
Pilzart zu iiberpriifen. 


Bei der Bildung der physiologischen Gruppen wurden in fast allen 
Fallen nur die extrem leistungsfahigen und leistungsschwachen 
Pilze beriicksichtigt. Durch diese Beschrankung hofften wir die Gefahr 
von Fehlinterpretationen zu verringern. 


II. Versuche 


Es war das Ziel der Untersuchungen, Formen des Antagonismus und 
andere Beziehungen zwischen Parasiten und Saprophyten auf méglichst. 
preiter Grundlage kennenzulernen, Unterlagen fir einige Abbauleistun- 
gen zu erhalten, Grenzwerte auf extremen Substraten zu erfassen und die 
fiir heterotrophe Organismen wichtigen Substratabhaingigkeiten in die 
Betrachtung einzubeziehen. 

Es ergeben sich daraus die Abschnitte iber Konkurrenzfaktoren, 
Abbauleistungen, Toleranzen und Anspriiche. Entsprechend der 
Beschrinkung auf die Pilzisolate einer einzigen Bodenprobe sind die 
Gruppen insgesamt enger gefaBt als in dem von GARRETT (1956 und 
frither) aufgestellten Schema (Wurzelparasiten, , Zuckerpilze‘‘, Lignin- 
zersetzer, coprophile Pilze, Bodentierparasiten). Es ist naheliegend, dal 
andere Fragestellungen zu anderen Gruppierungen fihren miussen, auf 
die unten naher eingegangen werden soll. 
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1. Konkurrenzfaktoren 
Antibiotische Aktivitat 


Alle Staémme wurden im Plattentest gegeniiber Pythium sp., Phyto- 
phthora cactorum, Rhizoctonia solani, Ophiobolus graminis und Fusarium 
solani iiberpriift. Antibakterielle Potenzen wurden nicht beriicksichtigt. 
Uber die stoffliche Natur der antagonistischen Wirkung 1a8t sich nichts 
aussagen. Die Verteilung der Leistungen in der Spitzengruppe ist in 
Tab. 1 wiedergegeben. 


Tabelle 1. Pilze mit iiberwiegend deutlicher antibiotischer Aktivitat 
@ starke Hemmzone, O schwache Hemmzone 
Phyto- 


phthora 
cactorum 


Ophiobolus | Rhizoctonia | Pythium Fusarium 
graminis solani sp. culmorum 


Fusarium merismoides 
Aspergillus niger 
Penicillium nigricans 
Humicola grisea 
Aleurisma carnis 
Fusarium sambucinum 
Mortierella alpina 
Penicillium citrinum 
Pen. lanoso-coeruleum 
Penicillium rubrum 
Perisporium vulgare 
Verticillium dahliae 


e 
O 


ec4@ce@eo0e@eoe@ 


@ec7@#@e0c0@0@ee0e800 
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Den gro8Bten Anteil stellt erwartungsgemiB die Gattung Penicillium. 
Beachtlich erscheint die Anwesenheit von 2 Fusariwm-Arten in dieser 
Gruppierung. Diese Gattung ist bisher auf antibiotische Aktivitat wenig 
untersucht worden (vgl. Brran 1951). Besonders interessant diirften die 
Fusarien durch das Nebeneinander von saprophytischen und parasiti- 
schen Merkmalen sein. Zu erwihnen ist weiterhin Mortierella alpina 
(mehrfach tiberpriift in 2 Stémmen!). Unter den Phycomyceten sind bis- 
lang nur sehr wenig Vertreter mit antibiotischen Leistungen bekannt 
geworden. 

Von den Testpilzen erwies sich Phytophthora cactorum als sehr emp- 
findlich. An zweiter Stelle steht Ophiobolus graminis. Dieser Pilz ist 
interessanterweise das bevorzugte Objekt bei der Erforschung antago- 
nistischer Beziehungen im Zusammenhang mit Fruchtfolgeschiden. Da 
er als FuSkrankheitserreger groBe wirtschaftliche Bedeutung besitzt, 
kann die hier nachgewiesene hohe Sensibilitét als besonders erfreuliches 
Faktum gelten. Die Unterschiede zwischen Rhizoctonia solani und 
Pythium sp. sind unerheblich. Fusarium culmorum erweist sich als 
iuBerst unempfindlich. Fiir iiber die Halfte der aufgefiihrten Stamme 
sind antibiotische Leistungen in der Literatur beschrieben worden. 
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Unter den Pilzen mit tiberwiegend schwacher antibiotischer Aktivitat 
finden sich: Ascochyta sp., Aspergillus repens, A. sydowi, Chaetomium 
funicolum, Fusarium avenaceum, Haplographium fuligineum, Penicillium 
charles, P. cyclopium, P. expansum, P. variabile, P. vermiculatum, 
Petriella asymmetrica, Phoma sp. I, Stemphylium verruculosum, Verti- 

— cillium lateritium, Mycelium sterile IV. 

Die absolute GréBe der MeBwerte (Hemmhéfe) ist bei diesen Pilzen 
gering, die Verteilung der Aktivitaten gegeniiber den 5 Testpilzen un- 
gleich (oft fehlend). 

Die bevorzugte Hemmung einzelner Testpilze durch bestimmte, in 
systematischer Hinsicht zusammengehorige Antibionten ist nicht zu 
erkennen. 

Von den Gesamtisolierungen zeigten 23°/, gegen mindestens 2 Test- 
pilze antibiotische Aktivitat. Die selten isolierten Bodenpilze tiberwiegen 
unter den antibiotisch aktiven Arten gegeniiber den haufigen. Die Bil- 
dung eines ,,Kampfstoffes‘‘ scheint die Existenz im engsten Lebensraum 
zu sichern, sie hat fiir die Ausbreitung der Art offenbar nur wenig Bedeu- 
tung. Uberdies treten starke Antibiose und langsames Wachstum im 
Durchschnitt weithin gekoppelt auf. In einem gedankenreichen Beitrag 
hat Brian (1957) die dkologische Bedeutung der Antibioticaproduktion 
umrissen. Es ist erfreulich, daB wir auf diesem Gebiet in den letzten 
Jahren zu relativ gut fundierten Vorstellungen gekommen sind. 

Als eine Form negativer Antibiose kénnen die synergistischen Bezie- 
hungen zwischen Pilzen betrachtet werden, die sich zumeist in einer 
Wachstums- oder Sporulationsférderung déuBern. Es liegen bisher wenig 
Beobachtungen auf diesem interessanten Gebiet vor. 


Wachstumsgeschwindigkeit 


Leicht erfaBbares Kriterium fiir die Wachstumsgeschwindigkeit ist 
der Koloniezuwachs in Langen- je Zeiteinheit in kiinstlicher Kultur. 
Die Daten sind jedoch von der Art des Nahrbodens stark abhangig. Wir 
wihlten Malz- und Czapekagar und verglichen die MeBwerte mit dem 
Wachstum in Erdroéhrchen. Die Ergebnisse gibt Tab.2. Aufgenommen 
wurden nur Pilze, die mehr als 50 mm/10 Tg auf beiden Agarnahrbéden 
gewachsen waren. 

Die Ubereinstimmung zwischen dieser Spitzengruppe auf Agar und 
den schnellsten Pilzen auf Erde ist fast vollstandig. Lediglich T'richo- 
derma viride und Mucor hiemalis, die in Erde zu den sehr schnellen Pilzen 
gehéren, erreichen auf Agar nicht ganz die gestellten Grenzwerte. Mor- 
tierella polycephala bleibt im Erdrohrchen etwas zurick. 

Die Tabelle umfaBt im Sinne von Garrerr (1956) primitive Para- 
siten und ,,Zuckerpilze“‘, fiir die ein schnelles Wachstum als charak- 
teristisch gelten soll. Es sei aber schon hier darauf hingewiesen, da mit 
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Rhizoctonia solani, Sordaria fimicola, Mycotypha dichotoma und Chae- 
tomium sp. III hervorragende Cellulosezersetzer unter den schnellen 
Pilzen vertreten sind. Man wird an der 6kologischen Einheit der ,,Zucker- 
pilze“ wohl festhalten kénnen; aber es ergeben sich méglicherweise aus. 
experimentellen Befunden doch andere Korrelationen als die von GAR- 

RETT abgeleiteten. 
Zu den besonders langsam wachsenden Pilzen (< 10 mm/10 Tg auf 
Malz- bzw. Czapekagar) gehéren Oidiodendron griseum, Penicillium 
godlewskii, Bispora be- 


Tabelle 2. Sehr schnell wachsende Pilze tulina, Haplographium 
(Werte etwas abgerundet) fuligineum, Penicillium. 
brevi-compactum. In 


eine weitere Gruppe 
(< 20 mm/10 Tg) ge- 


Zuwachs (mm/10 Tg) auf 


Malz | Czapek| Erde 


Rhizoctonia solani 185 | 235 | 130  héren 18 Pilze, die ohne 
Sordaria fimicola 75M KL 70h AL Ausnahme durch sehr 
Rhizopus nigricans 215 | 130 | 130 starke Sporulations- 
Mycotypha dichotoma 120 170 120 fahigkeit gekennz eichnee 
Actinomucor elegans 130 | 140 | 100 : 

Mucor racemosus 110 150 _ sind (Gattungen Aleu- 
Botrytis cinerea 130 | 125 | 105 = résma, Aspergillus, 
Mortierella polycephala 180 50 30 Graphium, Microascus, 
Fusarium culmorum 70 90 65 Paecilomyces, Penicil- 
Fusarium sp. 90 120 75 ii Ss hs : 
Mucor circinelloides 90 55 65 wing Sake riopsis). 
Chaetomium sp. III 70 | 60 | 50 Der Nachteil der ge- 
Fusarium equiseti 50 65 45 ringen Wachstums- 
Mortierella stylospora 50 60 | 55 geschwindigkeit wird 


offensichtlich fir die 
Verbreitung der Pilze durch kraftige Sporulation kompensiert. Die Aus- 
breitung in Erde stimmt auch hier mit den Zuwachsraten auf Agar vollig 
iiberein. Bei den Gattungen Candida, Pullularia und Trichosporon war 
nach 4wochiger Kulturdauer in Erde ein Wachstum in Mycelform nicht 
feststellbar. 

Gruppen von je etwa 10 Pilzen wuchsen auf dem einen oder anderen 
Agarsubstrat signifikant besser. Da gemeinsame Gesichtspunkte (auBer 
einer moéglichen Wirkstoffheterotrophie bei schlechtem Wuchs auf 
Czapek) nicht zu erkennen sind, wird darauf verzichtet, die Pilze einzeln 
zu nennen. 

Zusammentassend lait sich sagen, daB die spezifische Leistung der 
Erstbesiedler neuer Substrate in der auBerordentlichen Wachstums- 
geschwindigkeit liegt. Diese Leistung ist in der Konkurrenz um das 
Substrat um so wichtiger, als keiner der ,,Pioniere“‘ (mit Ausnahme von 
Botrytis cinerea und Rhizopus nigricans) iiber eine breite Skala von 
Abbaupotenzen verfiigt (vgl. Tab.4). 
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Saurebildung 


In einem kohlenhydratreichen Milieu wird der Bildung organischer 
Sauren zeitweise Bedeutung bei der Abgrenzung der Lebensraume (vor 
allem gegen Bakterien) zukommen konnen. Inwieweit Laborbefunde auf 
die Verhaltnisse im Boden iibertragen werden diirften, ist ungewiB. Fir 
extreme Vertreter darf aber wohl mit entsprechenden Leistungen im 
natiirlichen Boden gerechnet werden. 

Pilze mit sehr kraftiger Siurebildung sind vor allem Arten der Gattung 
Penicillium (11 Arten). Hinzu kommen Aspergillus niger und Botrytis 
cinerea. In einer zweiten Gruppe (starke Zonenbildung auf Bromkresol- 
grimagar, jedoch keine Auflésung von CaCO ) erscheinen Aspergillus 
repens, A. fumigatus, Gliocladium roseum, Metarrhizium anisopliae, 
Mucor hiemalis, M.ramannianus, Oidiodendron griseum, Papularia 
sphaerosperma und Pullularia pullulans. 

Es ist selten zu beobachten, da ein bestimmtes physiologisches 
Merkmal in seiner starksten Ausprigung so deutlich auf eine Gattung 
konzentriert ist. Um so bemerkenswerter ist das Vordringen einer groBe- 
ren Anzahl von Pilzen in der zweiten Gruppe. 

Bei einer gelegentlichen Uberpriifung der NH,-Bildung, die fiir die 
Lésung von Lignin von Bedeutung sein dirfte, fiel fiir alle Saiureprodu- 
zenten der Befund negativ aus. Uberschneidungen traten nicht auf, 
Reaktionsverschiebungen zur alkalischen Seite blieben auf Nicht-Saure- 


bildner beschrankt. 


Saprophytisches Konkurrenzvermogen 


Die als ,,competitive saprophytic ability’ von GarRRETT (1956 und 
friiher) fiir parasitische Bodenpilze umschriebene Fahigkeit, in einer 
saprophytischen Phase der Konkurrenz der iibrigen Bodenorganismen 
aktiv zu widerstehen, soll durch folgende Merkmale gekennzeichnet sein: 
Schnelles Wachstum, schnelle Sporenkeimung, leistungsfahige Ferment- 
garnitur, Produktion antibiotischer Stoffe, Toleranz gegentiber fremden 
Antibioticis. : 

Unter den Pilzen der vorliegenden Analyse finden sich 10 parasitische 
Bodenpilze und 11 Blatt- bzw. Stengelparasiten (verschiedene Sphaerop- 
sidales, Alternarva brassicicola, Pleiochaeta setosa). Da es sich bei dem 
analysierten Boden um eine 3jahrige, abgelagerte Komposterde gehan- 
delt hat, war zu vermuten, da® unter den Parasiten in der Mehrzahl 
Pilze mit gut ausgepragtem saprophytischem Konkurrenzvermogen 
isoliert werden wiirden. Tatsachlich erfiillen 72°/) die Forderung des 
schnellen Wachstums, 62°/, sind aktive Celluloseverwerter, 52°/) ver- 
werten Lignin als einzige C- Quelle, 33°/) sind antibiotisch aktiv. Die 
entsprechenden Anteile im Bereich der Gesamtisolierungen betragen 41/5, 
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54°/), 23°/, und 35°/,, woraus unter Ausklammerung der hier noch un- 
bekannten Antibiotica-Toleranz und des Sporenkeimungskriteriums der 
vorsichtige SchluB gezogen werden kann, da die isolierten Pathogene 
tatsichlich tiber ein tiberdurchschnittliches saprophytisches Konkur- 
renzvermogen verfiigen, sofern sie auch haufig aus dem Boden isoliert- 
werden konnten. 


2. Abbauleistungen 


Starkeverwertung 


Als Pilze mit guter Starkeverwertung wurden aufgefunden: Asper- 
gillus sydowi, Botryotrichum atrogriseum, Cladosporium herbarum, Haplo- 
graphium fuligineum, Microascus cirrosus, Mycotypha dichotoma, Oidio- 
dendron griseum, Penicillium brevi-compactum, P.expansum, P. nigri- 
cans, P. wortmanni, Scopulariopsis brumptii, Trichoderma viride, Tricho- 
thecium rosewm. 

Jeder dieser Pilze zeigt zugleich gute Celluloseverwertung. Wahr- 
scheinlich ist aber fiir diese Gruppe der Starkeverwerter nicht so sehr 
diese Korrelation charakteristisch als vielmehr das Nebeneinander von 
Celluloseverwertung und hoher Saccharosetoleranz. Wir finden namlich 
in der Regel auBerhalb der Stirkeverwerter, daB sich diese beiden 
Substratgruppen gegenseitig ausschlieBen (vgl. Tab.3). 

Ks sei erwahnt, daB 9 Pilze aufgefunden wurden, die gutes Wachstum 
auf Stirkeagar zeigten, bei denen jedoch der Amylasenachweis negativ 
ausfiel. Andererseits wuchsen 8 Pilze mit positivem Amylasenachweis 
auf dem Starkesubstrat nur éuBerst spirlich. Fiir weitere 8 Pilze (Asper- 
gillus repens, Monilia pruinosa, Mortierella polycephala, Perisporium vul- 
gare, Scopulariopsis fusca, T'richosporon sp. I, Trichosporon sp. II, Verti- 
cillium lateritium) fiel der Befund fiir beide Kriterien negativ aus. 

Im ganzen ergibt sich der Kindruck, daB in der Entwicklung der Fer- 
mentgarnituren die Stérkeverwertung als Leistung von einigen ,,Zucker- 
pilzen™ noch eben erreicht, von einigen (iiberwiegend zuckerempfind- 
lichen) Celluloseabbauern noch eben ,,toleriert‘‘ wird, und daB sie im 
ubrigen von all den Pilzen leicht beherrscht wird, die auf den breiten 
Substratbereich Zucker-Cellulose angepaBt sind. 


Chitinverwertung 


Jede Sukzession von Pilzen bei einer Substratbesiedlung sowie jede 
Verschiebung in der relativen Zusammensetzung einer Mikroflora bringt. 
das Absterben chitinhaltiger Pilzhyphen mit sich, die bei der Dynamik, 
die wir in diesen Prozessen sehen, sofort anschlieBend von anderen 
Organismen abgebaut werden miissen. Chitin steht auBerdem aus Insek- 
ten zur Verfiigung. Ob Pilze direkt am Energiegewinn aus dem Chitin- 
abbau starken Anteil nehmen oder ob der ProzeB vorwiegend tiber die: 
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Zwischenschaltung chitinabbauender Bakterien und Actinomyceten 
lauft, ist nicht bekannt. In jedem Falle ist es tiberraschend, da8 nur sehr 
wenige Pilze dieses Substrat anzugreifen vermégen. 

Sehr gutes Wachstum auf Chitin in Agar- und Flissigkeitskultur 
zeigten: Actinomucor elegans, Humicola grisea, Mortierella alpina, M. 
exigua, M. polycephala, M. stylospora, Mucor hiemalis, Penicillium albo- 
aurantium, Penicillium lilacinum, Rhizopus nigricans, Trichocladium 
asperum, Verticillium lecanit. 

In dieser Spitzengruppe dominieren eindeutig die Phycomyceten. In 
allen Fallen verlief der Cellulosenachweis im Mycel dieser Pilze positiv. 
Dieser Befund verdient Beachtung, weil — von einigen Spezialisten 
abgesehen — die Pilze mit Cellulosemembran offenbar bevorzugt zum 
Chitinabbau befahigt sind, und weil man iiberdies bislang fiir Zygomyce- 
ten vorwiegend Chitinreaktion der Membran angenommen hat (HARDER 
1958, GAUMANN 1949). 

Verticillium lecanii ist in guter Ubereinstimmung mit der Anpassung 
als Insektenparasit (Kaffeeschildlaus) unter den Chitinabbauern placiert, 
wahrend jedoch Metarrhizium anisopliae (Pyrilla-Parasit) unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen keinen Chitinabbau zeigt. 

Bemerkenswert ist vielleicht auch, da die beiden Penicillien der nach 
den morphologischen Merkmalen etwas abseits stehenden lilacinum- 
Serie angehoren, die offenbar ganz besonders an extreme Substrate 
angepaBt ist (vgl. RapER u. THom 1949). 

Auf die erste Gruppe folgt eine Reihe von Pilzen aus verschiedenen 
Gattungen mit weniger stark ausgepragtem, aber noch deutlichem Chitin- 
abbau (vgl. Domscu 1960d). In der groBen Gruppe der Pilze, die ein- 
deutig keinen Chitinabbau zeigen, findet sich als einziger Phycomycet 
Mucor ramannianus. Es ist auffallig, daB auch dieser Pilz in seinem 
aiuBeren Habitus vom Zygomyceten-Typ abweicht. 


Celluloseverwertung 


Im Kohlenstoffcyclus bestehen 50—70°/, der in den Boden zuriick- 
kehrenden Pflanzenmasse aus Cellulose. Die Bedeutung der cellulo- 
lytischen Organismen ist entsprechend gro. Wie hoch der relative Anteil 
von Bakterien (Cellvibrio, Cellulomonas, Corynebacterium, Cytophaga, 
Sporocytophaga als wichtigste Gattungen), Actinomyceten (ins- 
besondere Streptomyces cellulosae) und Pilzen am Abbau ist, entzieht 
sich bislang unserer Kenntnis. Wir diirfen aber aus der Haufigkeit, mit 
der Pilze von Cellulose-Substraten isoliert wurden (Sty 1951) schlieBen, 
daB ihnen betrachtliche Bedeutung zukommt. 

Die Leistungsfihigkeit der Pilze wurde beurteilt nach dem allgemeinen 
Wachstum (Geschwindigkeit, Luftmycelbildung, Sporulation) und der 
Auflésung der Cellulose, jeweils auf einem Pracipitatcelluloseagar und 


238 Kxaus H. DomscuH: 


auf Filterpapier in Nahrlésung. Danach konnen als Pilze mit sehr guter 
Celluloseverwertung genannt werden: 


Aspergillus fumigatus Haplographium fuligineum 
Aspergillus nidulans Oidiodendron griseum 

* Botryotrichum atro-griseum * Oospora sulphurea 
Botrytis cinerea Paecilomyces sp. II 
Cephalotrichum medium Penicillium vermiculatum 
Chaetomium funicolum Phoma sp. I 
Chaetomium globosum Rhizoctonia solani 
Chaetomium sp. I Trichocladium asperum 
Chaetomium sp. II Trichoderma viride 
Epicoccum nigrum Trichothecium roseum. 


Die-markierten (*) Pilze sind bislang in der Literatur nicht als aktive 
Cellulosezersetzer genannt worden. Fiir die anderen Arten stimmen die 
Ergebnisse mit denen zahlreicher friiherer Autoren tiberein, von denen 
vor allem die umfangreichen Listen von Srv (1951) zu nennen sind. 
Abweichungen treten naturgemaB auf, wenn fiir die Priifung des Cellulose- 
abbaus ein Medium gewahlt wird, das ausschlieBlich wirkstoffautotrophen 
Pilzen Wachstum ermdglicht (z. B. SCHAEFER 1957). 

Uber die jeweiligen Abbauleistungen der mittleren GréBenordnung 
kann in einer gesonderten Zusammenstellung nachgelesen werden 
(Domscu 1960d). Pilze ohne jedes Abbauvermégen fiir Cellulose sind: 
Aspergillus repens, Fusarium argillaceum, F. merismoides, Mortierella 
polycephala, Mucor ramannianus, Penicillium roseo-purpureum, T'richo- 
sporon sp. I, Trichosporon sp. II. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daf unter den Cellulosespezialisten 
die Pilze der Gattung Chaetomium klar vorherrschen. Vertreten sind 
weiterhin Pilze mit einer biologisch niederen Form des Parasitismus: 
Botrytis cinerea und Rhizoctonia solant. Bei héher entwickelten Parasiten 
fehlt diese Fahigkeit offenbar, was durchaus unseren Vorstellungen von 
einem hochspezialisierten Wirt-Parasit-Verhaltnis entspricht. 

Es besteht eine hohe Korrelation zwischen Wirkstoffautotrophie und 
Celluloseverwertung auf der einen, Wirkstoffheterotrophie und Abbau- 
unvermogen auf der anderen Seite. 


Ligninverwertung 


Nach den Angaben von Fiscuer (1953) kénnen nur hydrolysierte 
Ligninpraparate von Mikroorganismen verwertet werden. Das NH,-Salz 
ist als die wahrscheinlichste Form des ,,gelésten‘‘ Lignins anzusehen. Es 
wurden die Versuchsreihen auf Agar mit NH,-Ligninsulfonat und in 
Flissigkeitskultur mit Na-Ligninsulfonat angesetzt. 
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Die folgenden Pilze waren in der Lage, die im Ligninsulfonat gebotene 
C- Quelle zu verwerten: Aspergillus candidus, Cephalotrichum medium, 
Coniothyrium fuckelit, Perisporium vulgare, Phoma sp. I, Phomopsis sp., 
Pyrenochaeta sp., Scopulariopsis brumptii, Stemphylium verruculosum, 
Verticillium lateritium, Mycelium sterile IV. 

Beriicksichtigt man auch die hier nicht einzeln genannten Pilze mit 
einer weniger hervortretenden, aber noch guten Ligninverwertung, so 
ergibt sich eindeutig, daB unter den Fungi imperfecti die Sphaeropsidales 
als Gruppe weitaus am besten auf dieses Substrat eingestellt sind. Véllig 
ungeeignet ist diese C- Quelle fiir alle Phycomyceten sowie fiir Alewrisma 
carnis, Aspergillus niger, A. repens, Bispora betulina, Hormiactis candida, 
Oidiodendron griseum, Penicillium corylophilum, P. frequentans, P. rub- 
rum, P. charlesii, P. variabile, Pullularia pullulans, Trichosporon sp. Il. 
Fast niemals (nur in 11°/, der méglichen Kombinationen) treten die 
Fahigkeiten zur Lignin- und Chitinverwertung gemeinsam auf. 

Zweifellos ist der Ligninabbau eine Domane der héheren Pilze, und 
so ist es nicht erstaunlich, die sonst tiberall in den Spitzengruppen ver- 
tretenen Penicillien sowie den vielfach befahigten Aspergillus niger hier 
nicht wiederzufinden. Im ganzen entwickeln zahlreiche Pilze auf dem 
Ligninagar ein auBerst diirftiges, schnellwachsendes Substratmycel, das 
aber eher der ,,Flucht“‘ als der Ansiedlung dienen diirfte. Im ganzen ist 
iiber den mikrobiellen Ligninabbau bis heute so auBerordentlich wenig 
Sicheres bekannt, daB die vorgelegten Daten keine umfassenden Riick- 
schliisse auf die 6kologische Bedeutung zulassen (vgl. auch GOTTLIEB u. 
PELOZzAR 1951). 


Tanninverwertung 

Zu Aspergillus niger mit der hinlinglich bekannten Leistung, eine 
40°/,ige Tanninldsung als C-Quelle abzubauen, treten auf 5°/, Tannin 
Aspergillus fumigatus, Botrytis cinerea, sowie die Penicillium-Arten : 
P. brevi-compactum, P. citrinum, P. corylophilum, P. cyclopium, P. fre- 
quentans, P. nigricans, P. rubrum, P. solitum, P. variabile. 

Auffallig ist die strenge Beschrankung der Abbauleistung auf die 3 Gat- 
tungen. Es gibt bei dem Tanninabbau keine ,,halben™ Leistungen; das 
heiBt, alle genannten Pilze wachsen sehr gut auf Tannin, alle uibrigen 
zeigen auch bei langer Kulturdauer nicht das geringste Wachstum. 
Interessant ist in diesem Zusammenhang, da8 die Fahigkeit zu Tannin- 
abbau in der tiberwiegenden Mehrzahl der Faille die gleichzeitige Méglich- 
keit zu Chitin-, Starke- oder Ligninabbau ausschlieBt. 


EiweiBabbau 


Fast alle der gepriiften Pilze waren in der Lage, Gelatine zu ver- 
fliissigen. Die fiir die Einstufung der aktivsten Pilze gestellte Forderung 
Arch. Mikrobiol., Bd. 35 17 
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nach deutlicher Zonenbildung bei der Klarung eines Magermilchagars 
und bei der Verfliissigung der Gelatine erfiillten folgende Organismen: 


Aspergillus sydowt 
Aspergillus versicolor 
Cephalotrichum medium 
Cephalotrichum stemonitis 
Chaetomium funicolum 
Cladosporium cladosporioides 
Cladosporium herbarum 
Gliomastia murorum var. felina 
Graphium sp. I 
Haplographium fuligineum 
Microascus cirrosus 

Monilia pruinosa 
Oidiodendron griseum 
Oospora sulphurea 
Paecilomyces sp. I 
Penicillium brevi-compactum 


Penicillium cyclopium 
Penicillium frequentans 
Penicillium nigricans 
Penicillium solitum 
Penicillium variabile 
Penicillium vermiculatum 
Penicillium wortmanni 
Petriella asymmetrica 
Pseudeurotium zonatum 
Pullularia pullulans 
Pyrenochaeta sp. 
Scopulariopsis fusca 
Sepedonium chrysospermum 
Trichothecium roseum 
Verticillium dahliae var. zonatum 
Verticillium sp. 


Penicillium charlesii. 


Auffallig ist das véllige Fehlen von Phycomyceten, Fusarien und 
Sphaeropsidalen (Ausnahme: Pyrenochaeta sp.) in der Spitzengruppe, 
was zunachst nur als Anzeichen fiir eine physiologische Eigentiimlichkeit 
festgehalten werden kann. Einige Pilze sind zu der offenbar elementaren 
Leistung des EiweiBabbaus unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
gainzlich ungeeignet: Absidia ramosa, Aspergillus repens, Candida sp., 
Curvularia sp., Thielaviopsis basicola, Mycelium sterile II, Mycelium 
sterile V. 

Im ganzen diirfte bei der Labilitét von EiweiBkérpern im Boden die 
dkologische Bedeutung des Abbauvermégens als pilzliche Leistung 
minimal sein. 


3. Toleranzen 
Neben den Leistungen eines Pilzes kann bei der Untersuchung der 
Mikroflora extremer Standorte die Kenntnis von Toleranzgrenzen 
eine wichtige Stiitze fiir die Bewertung der zahlenmaBigen Versuchsdaten 
sein. 
Fungicidtoleranz 


Die hier zur Diskussion stehenden Pilzlisten stammen aus Versuchen, 
in denen die Einfliisse fungicider Wirkstoffe tiberpriift wurden. Eine aus- 
fiihrliche Darstellung der Ergebnisse wird an anderer Stelle (Domscu 
1960a, b) erfolgen. Ks sollen hier nur die Pilze genannt werden, die 
gegeniiber den meisten der gepriiften Wirkstoffe (Nabam, Vapam, 


Das Pilzspektrum einer Bodenprobe. II 241 


Captan, Allylalkohol, TMTD und einem Kombinationspraparat) nach einer 
entsprechenden Behandlung des Bodens mit einer vollig eindeutigen Férde- 
rung (vermehrtes Auftreten) oder aber einer klaren Verminderung ihres 
Anteils an der Gesamtpopulation der Bodenpilze reagiert haben. Danach 
zeigten unter den haufigen Pilzen hohe Fungicidtoleranz 3 Chaetomium- 
Arten sowie Penicillium nigricans, Aspergillus versicolor und Pullularia 
pullulans. Als besonders empfindlich erwiesen sich Rhizoctonia solani, 
Cephalotrichum medium, Monilia pruinosa, Fusarium solani, Aspergillus 
fumigatus und unter den Phycomyceten Mucor hiemalis, Rhizopus 
nigricans und Mortierella alpina. 

Daneben gibt es sehr viele Pilze, die in ihren Reaktionen nicht ein- 
heitlich sind. Teils reagieren sie gegeniiber dem gleichen Wirkstoff nur 
mit einer schwachen Verschiebung ihres Anteils, teils sind es seltene 
Pilze, die eine sicher fundierte Aussage nicht ermoglichen, und zum Teil 
weisen sie auch ausgesprochen spezifisches Verhalten gegeniiber bestimm- 
ten Fungiciden auf. Auf Einzelheiten soll hier nicht naher eingegangen 
werden. 


Zuckertoleranz 


Im Zusammenhang mit den Vorstellungen tiber Zuckerpilze (vgl. 8. 233) 
erschien es angebracht, die Zuckertoleranz der Isolate zu tberpriifen. 
Verwendet wurde ein Nahrboden mit 40°/) Rohrzucker. Sehr hohe 
Toleranz, d.h. ein auf 
diesem Substrat min- 
destens um 30°/, besseres 
Wachstum als auf dem 
entsprechenden 3°/,igen 


Tabelle 3 
Beispiele fiir Pilze mit extremen und fiir Pilze mit 
indifferenten Anspriichen an die Kohlenhydratquelle 


© = kein Wachstum, xxx = sehr gutes Wachstum 


Cellulose | Saccharose 
Nahrboden, zeigten 
7Arten der GattungP. ent-. Aspergillus repens O Xxx 
cillium, 4 Aspergillus- Penicillium roseo-purpureum oe) Xxx 
Arten, 2 Scopulariopsis- Oidiodendron grisewm LOGE O 
: : : Rhizoctonia solani TEE oO 
Arten sowie Ghomastix Trichoderma viride coo re) 
murorumund Microascus  Mortierella polycephala O O 
cirrosus. Diese Zusam-  Trichosporon sp. I O fe) 
mensetzung entspricht Aspergillus sydowi XXX XXX 
ffensichtlich nicht Chaetomiwm globosum Xxx YOO 
using Trichothecium roseum CKO XXX 


den ,,Zuckerpilzen“ im 

Sinne von Garrett. Sie reprasentiert vielmehr einen guten Teil der 
typischen ,,Marmeladenglas-Flora‘‘. Weiterhin treten als Pilze mit guter 
Zuckertoleranz die Chaetomiwm-Arten und Stemphylium verruculosum, 
Trichothecium roseum, Gliocladium roseum und Cephalotrichum medium. 
auf. Etwas iiberraschend allerdings ist der Befund, daB die prasump- 
tiven ,,Zuckerpilze‘, die Phycomyceten, eine ganz ausgesprochene- 

Lip 
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Saccharoseempfindlichkeit zeigen (= 60°/, Wachstumshemmung!). 
Da 40°/, Saccharose ein unphysiologisch hochkonzentriertes Substrat 
ergeben und iiber die Zuckerformen in abgestorbenen Pflanzenteilen keine 
sicheren Unterlagen vorliegen, wird auf eine weitere Diskussion des 
,,Zuckerpilz‘-Problems zunichst verzichtet. Dak bei Uberpriifung 
zahlreicher Organismen die Verhaltnisse unter Umstinden doch die 
einfache Alternative Zucker-Cellulose mehrfach sprengen, wird zum Teil 
aus Tab.3 ersichtlich. 

Einige Daten iiber Zucker- und Salztoleranzen wurden von INGRAM 
(1957) zusammenfassend dargestellt. 

Fiir die Charakterisierung extremer Standorte sind weiterhin Angaben 
iiber Temperatur-, CO,- und Trockenheitstoleranzen von Bedeutung. 
Eigene Versuche wurden hierzu nicht angestellt. Angaben aus der Litera- 
tur finden sich im Nachweis der Einzelpilze (Domscu 1960d). 


4. Anspritiche 
Sauerstoffbedarf 


Es gibt wenig verlaBliche Beitrage zu der Frage, ob Bodenpilze un- 
bedingt auf eine Sauerstoffzufuhr fiir ihr Gedeihen angewiesen sind. Nach 
Untersuchungen von Srover (1954, 1958) und Park (1958) ist fir 
Formen von Fusarium oxysporum wahrscheinlich gemacht, da8B unter 
Luftabschlu8 Fortbestehen und sogar Vermehrung méglich _ ist, 
waihrend von GumtemMaT u. Monréaut (1956) die sehr weitgehende 
Forderung gestellt wird, da echte Bodenpilze zu anaerober Atmung 
befihigt sein miiBten, weil fiir sie das Vorkommen in tiefen Boden- 
schichten charakteristisch sei. 

Eine Uberpriifung der vorliegenden Isolate auf ihre Fahigkeit, in 
O,-armer Atmosphire auf Erde zu wachsen, fiihrte zu dem folgenden 
Ergebnis: Nach 4 Wochen Kulturdauer, d. h. nach einer relativ langen 
Lag-Phase, entwickelten sich Fusarium culmorum, F. oxysporum var. 
aurantiacum, Penicillium citrinum, P.cyclopium, Trichoderma viride, 
Pseudeurotium zonatum, Curvularia sp., Mycelium sterile II, Mycelium 
sterile IV auch in sauerstoffarmem Milieu. Es folgen mit schwacherem 
Wachstum 21 weitere Pilze vorwiegend aus den Gattungen Aspergillus (3), 
Fusarium (3), Penicillium (5) und Phoma (2). 

In O,-freier Atmosphire lieBen sich nur bei einigen Fusarien Spuren 
von Wachstum nach 4wéchiger Bebriitung feststellen. 

Aus dieser Ubersicht geht recht eindeutig hervor, daB es schwierig sein 
diirfte, die Fahigkeit zum anaeroben Wachstum als Kriterium fiir die 
Kinstufung als Bodenpilz heranzuziehen, denn die Pilze aus den Gattun- 
gen Aspergillus und Penicillium sind Ubiquisten mit Anpassungen auf 
allen Substraten und gerade Phoma muB wohl weitgehend als Spezialist 
fiir oberirdische Pflanzenteile angesehen werden. 
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Da der Boden als das eigentliche Habitat der Pilze angesehen werden 
darf, sollte man auf die Bemihungen verzichten, die Bodenpilze als 
Sondergruppe abzugrenzen. Weitaus eher wird man den natiirlichen 
Gegebenheiten gerecht, wenn man primir alle Pilze als Bodenpilze 
ansieht, dann aber die vielfaltigen Anpassungsformen aller ,,Spezialisten™ 
begriindet und damit deren Sonderstellung rechtfertigt. 


Wirkstoffbedarf 


Fir die Gruppierung von Bodenbakterien nach dem Umfang ihres 
Wirkstoffbedarfs sind von LocuneaD u. Mitarb. zahlreiche Untersuchun- 
gen angestellt worden. Man wird sich jedoch fragen mussen, ob zur Kenn- 
zeichnung eines bestimmten Bodens die Anspriiche seiner Organismen 
mehr Bedeutung haben als deren Leistungen. Insbesondere auf dem 
Gebiet der Bodenpilze zeigt die Arbeit von ATKINSON u. ROBINSON (1955), 
daB man bei ausschlieBlicher Betrachtung von Ernaihrungstypen keine 
Erkenntnisse gewinnt, die an das zentrale Problem der Stoffumsetzung im 
Boden heranfihren. 

Die eigenen Untersuchungen haben sich aus diesem Grunde auf die 
Feststellung des mehr oder minder guten Wachstums auf Mineralsalz- 
Glucose-Agar (Czapek) beschrankt. Die Anspriiche der einzelnen Pilze 
sind im speziellen Teil (Domscx 1960d) vermerkt. 


Spurenelementbedarf 


Da auber Aspergillus niger kaum ein Pilz in dieser Hinsicht griindlich bear- 
beitet ist, ist es zur Zeit unméglich, aus der Zusammensetzung einer Bodenpilz- 
population Riickschliisse auf den Spurenelementhaushalt des Bodens zu ziehen. 
Eigene Untersuchungen wurden auf diesem Gebiet nicht angestellt. Zur Vervoll- 
standigung der physiologischen Merkmale der Bodenpilze ware eine systematische 
Bearbeitung jedoch erwiinscht. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse 

Wenn man jedem Individuum, das in einer Lebensgemeinschaft semen 
Platz behauptet, grundsitzlich und unabhangig von unseren unzuling- 
lichen Kenntnissen eine mehr oder minder grofe Bedeutung zuerkennt, 
dann ist es unméglich, die im Versuch tiberpriften physiologischen 
Merkmale objektiv zu beurteilen. Einerseits wird durch die begrenzte 
Anzahl der Testbedingungen nicht jedem Organismus die Chance gegeben, 
sich mit seinen spezifischen Potenzen auszuweisen und andererseits ist 
eg widersinnig, einem Glied einer Kette mehr Bedeutung beizumessen als 
einem anderen. 

Betrachtet man jedoch nebeneinander, was an pilzlichen Reaktionen 
in unseren Versuchen nachgewiesen wurde, dann zeigt sich recht ein- 
dringlich die weite Streuung einzelner Fahigkeiten tiber den Bereich der 
verschiedensten Pilze. Zwar sind auch Kopplungen von Leistungsgrup- 
pen zu beobachten, aber allgemein herrscht der Eindruck vor, da8 durch 
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eine gewisse ,,Verteilung der Aufgaben“ bei Ausfall eines oder mehrerer 
Partner fiir schnellen Ausgleich der Leistungsfahigkeit gesorgt ist. 

Ein Bild von dieser ,,ausgleichenden Vielfalt‘‘ vermittelt die Zusam- 
menstellung in der Tab.4. Die Pilze dieser Liste diirfen hinsichtlich der 
iiberpriiften Merkmale als sehr leistungsfahig gelten. Fiir die Ubertragung 


Tabelle 4 
Die Verteilung einiger physiologischer Merkmale auf besonders leistungsfihige Pilze 
e@ = hohe Leistung (bzw. Haufigkeit), Oo = deutliche, jedoch nicht ausgepragt 
hohe Leistung (bzw. haiufiges Vorkommen), freies Feld = geringe oder fehlende 
Leistung (bzw. seltenes Vorkommen) 


[7] 

@ |ae bel s S$ |88/8s 

jose /a’s < EF ljasloaée 
Aspergillus niger Oo fe) € O @ 
Stemphylium verruculosum O fe) ° O © O 
Penicillium cyclopiuwm fe) fe) @ S (e) e 
Verticillium lateritium fa) fe) e Oo e (e) 
Penicillium nigricans @ fe) e ia) © ca) 
Botrytis cinerea fe) CY e @ 
Phoma sp. I ® e Oo co) 
Trichoderma viride e © Q fe) @ (e) 
Rhizopus nigricans fe) fe) fe) e © @ 
Penicillium expansum fe) fe) O fe) @ 
Penicillium brevi-compactum O @ fe) (e) e 
Penicillium solitum Oo e fe) fe) O 
Scopulariopsis brumptii O O fe) e 
Metarrhizium anisopliae fe) oO fe) 
Graphium sp. I @ ° fe) O 
Aspergillus sydowi fe) @ O fe) 
Penicillium lanoso-coeruleum fe) @ O e) 
Haplographium fuliginewm ° © fe) O 
Gliomastia murorum var. felina fe) @ fe) e) 
Mucor hiemalis e fe) e) e e 
Chaetomium sp. I ° e fe) fe) fe) 


der ,,Laborleistungen“ auf die natiirlichen Verhaltnisse mu8B man sich 
freilich der notwendigen Einschrinkungen bewuBt sein. 

Bleibt man bei dem Grundsatz, zunichst nur Extreme zu diskutieren, 
so diirfte von Interesse sein, daB die Pilze Hormiactis candida, Bispora 
betulina, Candida sp., Mucor circinelloides, Cephalosporium mycophilum 
und Trichosporon sp. I und II in allen Gruppen negativen Befund er- 
gaben. 

Falls die Analyse physiologischer Merkmale zum selbstver- 
stiindlichen Bestandteil einer mikrobiologischen Bodenuntersuchung 
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erhoben werden kann, dann wird es notwendig sein, den Kreis der in der 
vorliegenden Arbeit angewandten Kriterien jeweils zu erweitern oder 
abzuandern. 

Es wird weiterhin zweckmaBig sein, vor Beginn der stets umfang- 
reichen Analysenarbeiten auch die Erwartungen gedanklich abzugrenzen. 
Ein besonders eindringliches Beispiel sind in dieser Hinsicht die vielfach 
unbefriedigenden Versuche, bestimmten pflanzensoziologisch umschrie- 
benen Einheiten eine spezifische Mikroflora zuordnen zu wollen. Unter 
die zahlreichen Bedenken (vgl. Garrett 1956) gehdrt zweifellos doch 
auch die Frage, welche stofflichen Beziehungen sich dabei tiber- 
haupt je auswirken und wie Pilze auf ein solcherart verandertes Substrat 
reagieren kénnen. 

Das Problem der stofflichen Beziehungen berihrt die weitgehend 
ungeklarten Ursachen von Fruchtfolgewirkungen, fiir die eine Be- 
teiligung der Mikroflora wohl auBer Frage steht. Um die subtilen stoff- 
lichen Zusammenhainge zwischen Kulturpflanze und Mikroflora auf- 
decken zu konnen, bedarf es keiner Listen mit Artnamen von Pilzen und 
keiner globalen Zahlungen. Dagegen liegt in der Ermittlung von Toleranz- 
werten und Abbauleistungen fiir die spezifischen Ausscheidungs- 
oder Abbauprodukte verschiedener Kulturpflanzen eine gewisse 
Moglichkeit fiir zukiinftige Arbeiten. 

Auch die Erscheinungen der Bodenmidigkeit gehéren zu einem 
Teil in diesen Fragenkreis. Hier sind in den letzten Jahren Ansitze zu 
einer Erfassung der beteiligten pflanzlichen Abbaustoffe gemacht worden. 
Bodenanalysen mit erginzenden physiologischen Tests k6énnten auch 
hier von reinen Modellversuchen wieder zu dkologischen Zusammen- 
hangen zurickfihren. 


Summary 


1. The fungal spectrum of a numerically characterized soil analysis 
from an earlier investigation has been condensed into physiological 
groups, in respect of factors of antagonism, decomposition capacity, tole- 
rance, and substrate requirements. 

2. When tested against five phytopathogenic fungi 12 species with a 
more or less high antibiotic activity were found. Among the latter, 
representatives of the genus Penicillium predominated, Mortierella alpina 
occurred as the only phycomycete in this group. 

3. Fungi with the highest growth rate (upon artificial as well as natural 
substrata) were typically the first colonizers of new substrata, among 
which were Phycomycetes and also cellulose decomposers. 

4. Chitin utilization was found predominantly in Phycomycetes, 
which, without exception, showed a cellulose reaction in their cell walls, 
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Penicillium albo-aurantium and P. lilacinum also exhibited good chitin 
breakdown. 


5. The genus Chaetomium showed greatest activity in respect of cellu- 
lose decomposition. Of the plant pathogenic fungi Botrytis cinerea and 
Rhizoctonia solani were particularly active in this respect. 


6. Good lignin utilization was found — if at all extensive — predomi- 
nantly in the group Sphaeropsidales. This C-source was not utilized by 
Phycomycetes. 


7. For the criterion of tolerance to fungicides, the extremes of resi- 


stance and sensitivity were taken. Similarly for estimates of sugar 
tolerance. 


8. Under conditions of total oxygen deficiency only a few Fusaria were 
able to make some sparse growth. Low oxygen requirements were found 
in a few fungi from the broad groups Aspergillus, Penicillium and Phoma. 


9. In addition to the listed aspects, acid production, saprophytic com- 
petitive ability, starch utilization, tannin utilization, and protein decom- 
position were investigated. 


10. The conclusions are discussed in relation to our present conception 
of the ecology of soil fungi. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 
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Aus der Therapeutischen Universitatsklinik Athen, Griechenland 


Empfindlichkeit pathogener Staphylokokken 
und gramnegativer Bakterien gegentiber Vancomycin 
und anderen Antibiotica 


Von 
GEORG K. DAIKOS, MARIA ATHANASIADOU und EMMANUEL PAPADAKIS 


Mit 1 Textabbildung 
(ELingegangen am 24. Oktober 1959) 


Vancomycin ist ein neues Antibioticum, das von Streptomyces orien- 
talis isoliert wurde (McCormick et al. 1956, Luz et al. 1957). Es hat eine 
verhaltnismaBig kleine Toxicitét, wie Tierexperimente gezeigt haben 
(McCormick et al. 1956, ANDERSON et al. 1956/57). Es besitzt in niedrigen 
Konzentrationen gegen verschiedene Keime eine bakteriostatische und 
bactericide Wirkung (ZIEGLER et al. 1956, GERact et al. 1956/57). 

Es wirkt vorwiegend gegen grampositive Keime (McCormick et al. 
1956, ZrEGLER et al. 1956), ndmlich pathogene Staphylokokken. Die 
meisten Stamme derselben werden in Konzentrationen von 2—3 mcgm/ml 
in ihrem Wachstum gehemmt (GzERActT et al. 1956/57). Das antibakterielle 
Spektrum des Vancomycins umfaBt weiter Streptococcus, Clostridium 
perfringens und Borrelia bovyt. 

Amerikanische Forscher bestimmten den Blut- und Urinspiegel nach 
intravendser Injektion von 500 mg Vancomycin. Nach 6 Std schwankte 
der Blutspiegel zwischen 1,9—3,7 megm/ml, nach 12 Std erreichte der 
Urinspiegel 118—275 mcgm/ml (GxERact et al. 1956/57). Im Gegensatz 
zu den obigen Befunden konnte, nach oraler Gabe der gleichen Menge, 
kein meBbarer Blutspiegel gefunden werden. Im Stuhle hingegen wurden 
groBe Vancomycinmengen festgestellt (GmRact et al. 1956/57). Nach 
wiederholten intravenédsen Gaben wird das Antibioticum im Blutserum 
akkumuliert. Mittelwerte von 8,4 mcgm/ml, welche ungefihr dreimal 
hoher als die Hemmungskonzentration fiir verschiedene Bakterien sind, 
wurden dabei festgestellt. 

Bei vielen Staphylokokkeninfektionen, wie Osteomyelitis usw. (GRrr- 
rirH u. Prok 1955/56, Krrpy u. Diveriss 1956/57) wurde Vancomycin 
erfolgreich intravenéds verabreicht. In postoperativen Tleokolitisfallen 
wurde Vancomycin mit gutem Resultate per os gegeben. Bei Haut- 
infektionen, die sich resistent gegen Erythromycin, Oleandomycin und 
andere Antibiotica zeigten, hat Vancomycin sich als wirksam erwiesen. 
Pneumokokkenpneumonien und manche bakterielle Endokarditisfalle 
wurden erfolgreich durch Vancomycin behandelt. 
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Die Nebenwirkungen sind gering und von kurzer Dauer. Man hat 1 Std 
nach der intravenésen EKinspritzung Schiittelfrost und in anderen Fallen 
nach 12 Std Gesichtserythema beobachtet. Geringgradige, voriiber- 
gehende Phlebitis ist auch beschrieben worden. Chronische Neben- 
erscheinungen sind bisher nicht beobachtet worden. 


Methodik 


Unser Beobachtungsmaterial waren: 100 Staphylokokken-, 34 Hscherichia coli- 
7 Klebsiella- und 4 Pseudomonas aeruginosa-Staimme, welche von Infektionen 
stationarer Patienten der Therapeutischen Universititsklinik, Athen, im Sommer 
1958 isoliert wurden. Die Staphylokokkenstimme waren alle pathogen, Koagulase 

ositiv. 

z Die Empfindlichkeit dieser Stamme gegeniiber Penicillin, Erythromycin, Novo- 
biocin, Tetracyclin, Oleandomycin, Chloramphenicol und Sulfamethoxypyridazine 
wurde auBer der gegeniiber dem Vancomycin in Konzentrationen von 20 bis 
0,15 mcgm/ml gepriift. 

Vancomycin wurde uns freundlicherweise von Eli-Lily und Co. zur Verfiigung 
gestellt. 

Ergebnisse 

Staphylokokken. Wie aus der Tabelle und Abbildung zu sehen ist, 
waren 98 von 100 Staphylokokkenstammen in der Konzentration von 
20 mcgm/ml gegentiber dem Vancomycin empfindlich. In der Konzentra- 
tion von 10 mcgm/ml waren 97 und in 5 megm/ml 79 von 100 Staémmen 
empfindlich. In der Konzentration 2,5 megm/ml waren 52, und in der 
Konzentration 1,25 mcgm/ml nur 1 Stamm empfindlich. 


Andere Stéamme. Von den 34 Escherichia coli-Stémmen war nur 
einer in den Konzentrationen von 20 und 10 mcgm/ml empfindlich. Alle 
7 Klebsiella- und 4 Pseudomonas-Stémme erwiesen sich resistent gegen- 
tiber dem Vancomycin. _ 

Die Empfindlichkeit der 100 Staphylokokkenstémme gegeniiber 
den anderen gepriiften Chemotherapeutica war folgende: 

Penicillin. Die empfindlichen Stémme beschrankten sich auf 11°/, 
(in der Konzentration von 2,5 megm/ml). Dieselben 11 Stémme waren 
auch in Konzentrationen von 1,25 und 0,625 mcgm/ml empfindlich. 

Chloramphenicol. In Konzentrationen von 20 mcgm/ml waren 96, 
in 10 mcgm/ml 95 und in 5 mcgm/ml 41 der Stamme empfindlich. In der 
Konzentration von 2,5 megm/ml waren alle auBer 1 Stamm resistent. 

Tetracyclin. Dieses hemmte 81°/, der Stamme in der Konzentration 
von 20 mcgm/ml, die kaum in vivo erreichbar ist. In der Konzentration 
von 10mcgm/ml hemmte es 77°/, und in der Konzentration von 
5 megm/ml 70°/, der Stamme. 

Oleandomycin hemmte in der Konzentration von 20 megm/ml und 
10 mcgm/ml 97°/,, in 5 megm/ml 96°/, und in 2,5 mcgm/ml 78°/, der 
Stamme. 
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Erythromycin. Dieses Antibioticum erwies sich wirksamer als die 
oben erwahnten. In der Konzentration von 20 megm/ml hemmte es 98°/o, 
in 10 megm/ml 97°), in 5 megm/ml 96°/,, in 2,5 megm/ml 94°/,, in 
1,25 megm/ml 93°/,, in 0,625 mcgm/ml 86°/, und in 0,31 megm/ml 29/5 
der Staémme. 


Tabelle. Empfindlichkeit von 100 pathogenen Staphylokokkenstimmen 


Konzentration in mcgm/ml — Empfindliche Stamme 


Antibioticum 


20 10 5 2,5 1,25 | 0,625 | 0,312 | 0,15 | 0,075 
Penicillin 17 16 16 11 11 11 10 6 0 
Chloramphenicol} 96 95 41 1 0 0 0 0 0 
Tetracyclin 81 77 70 56 8 2 0 0 0 
Oleandomycin 97 97 96 78 55 6 1 0 0 
Erythromycin 98 97 96 94 93 86 29 8 0 
Novobiocin 100 99 96 96 95 92 91 83 42 
Vancomycin 987) 97 79 52 1 0 0 0 0 
100. ———$—$—_— 
90 \ .<Novobiocin 
:, } 
S 20} Lead > 
S 70 
= Chlor- 
S at amphenicol : Erythro- 
Q 50 _ mycin 
s Vancomycin \ 
\ 
ad : \ 
ek) " 
N 
§ 20/- Penicillin 
s 10} ; phn Looe ‘ 
& 0 Ores So. 4 
3 Cite Ses Ss SoSee 


= 
Chemotherapeutica- Konzentrationen [mcgm/ml] 


Novobiocin. Dieses zeigte sich gegen Staphylokokken als das wirk- 
samste der von uns geprtiften Substanzen. In der Konzentration von 
20 megm/ml hemmte es 100°/), in 10 megm/ml 99°/,, in 5 megm/ml und 
in 2,5 megm/ml 96°/,, in 1,25 megm/ml 95°/o, in 0,62 megm/ml 92°/, und 
in 0,31 megm/ml 91°/) der Stémme. 

Sulfamethoxypyridazine war wirkungslos gegen die gepriiften 


Staphylokokken. Kein Stamm war empfindlich in der Konzentration 
von 10 mg/ml. 
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Besprechung 

Unsere Beobachtungen zeigen, daB Vancomycin gegen 52°/, der von 
uns gepriiften Staphylokokkenstémme wirksam war. Dieser Prozentsatz 
entspricht einer Konzentration von 2,5 mcgm/ml, die in dem Serum der 
Kranken erreicht werden kann, wie aus der Literatur hervorgeht. In der 
nachst héheren Konzentration von 5 mcgm/ml waren 79°/, der Stamme 
empfindlich. Nach wiederholten intravenésen Hinspritzungen von 500 mg 
steigt der Vancomycinblutspiegel tiber 8 mcgm/ml (GERactTet al. 1956/57). 

Von anderen Autoren (GurRactr et al. 1956/57) wurde eine gréfere 
Vancomycinempfindlichkeit der Staphylokokken festgestellt. Sie fanden 
84,8°/, von 112 Staphylokokkenstammen empfindlich in der Konzentra- 
tion von 2,5 megm/ml. Die Ergebnisse von Rantz et al. (1957) gleichen 
den unseren. Er fand 81°/, seiner 37 Stémme empfindlich in der Konzen- 
tration von 5 mcgm/ml. 

Als noch heute wirksamste Antibiotica gegen Staphylokokken erwiesen 
sich Novobiocin und Erythromycin, welche sogar in niedrigen Konzen- 
trationen (0,075 mcegm/ml) ziemlich viele der Stamme hemmten. Oleando- 
mycin, Chloramphenicol und Tetracyclin zeigten sich in dieser Reihen- 
folge als wirksam. 

Die Penicillinresistenz war sehr hoch (89°/,),und zwar hdher als vor 
3 Jahren in unserem Material (53°/), ATHANASIADOU). 

Gegen gramnegative Keime, wie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 
und Pseudomonas aeruginosa erwies sich Vancomycin in den gepruften 
Konzentrationen wirkungslos. 

Zusammenfassung 

Die minimale Hemmungskonzentration von Vancomycin fir 100 
Staphylokokken-, 34 Escherichia coli- und 7 Klebsiella-Stéimme wurde 
mit der Reihenverdiinnungsmethode in festen Nahrmedien geprift. 

Von den gepriiften Staphylokokkenstammen erwiesen sich 52°/, in einer 
Vancomycinkonzentration von 2,5 megm /ml und 79°/, in der Konzentra- 
tion von 5 mcgm/ml empfindlich. 

Als gegen Staphylokokken wirksamste Antibiotica erwiesen sich Novo- 
biocin und Erythromycin. Penicillin war von sehr geringer (11°/)) Wirk- 
samkeit. 
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From the time of WINoGRADSKyY’s researches about the end of the last 
century, the process of nitrification has been considered to be brought 
about solely by the classical autotrophic nitrifying bacteria. Although 
there have been isolated reports in the past on nitrite formation by 
heterotrophic microorganisms, chiefly bacteria, the consensus of opinion 
among microbiologists was that such nitrification did not occur. There 
were valid reasons for this disbelief, inasmuch as the amounts of nitrite 
reported were extremely low and could in most cases have been due to 
several possible errors inherent in this type of work. Most of the earlier 
work which suggested or claimed nitrification by heterotrophic bacteria 
has been mentioned by FisHEr et al. (1956). 

In recent years, more evidence has been forthcoming to support the 
suggestion that heterotrophic nitrification may be more common than 
has so far been realized, though, quantitatively, this may still be less 
important than that of the classical nitrifiers. Thus, both bacteria (JEN- 
smN 1951, Hurron and ZoBExn 1953, Fisuer et al. 1956) and Actino- 
mycetes (ISENBERG et al. 1952) have been implicated in this process. That 
fungi can also bring about such transformation was first demonstrated 
by Scumipr (1954) whose results have been confirmed by us in related 
studies briefly reported elsewhere (IYENGAR and TRILOCHAN Stnau Hora 
1959). It is our object here to provide additional data and examine the 
phenomenon of nitrification by soil fungi in greater detail. 


Experimental Methods 


Fungi were isolated from soil by the conventional dilution plate method on 
Czapek’s solution agar or potato-dextrose agar containing fairly high concentrations 
of the antibiotics dihydrostreptomycin sulphate (250 ug/ml) and potassium peni- 
cillin G (200 units/ml) to inhibit all bacterial growth. Subsequent to isolation the 
organisms were maintained on potato dextrose agar. 

All glassware used in the experiments was acid-cleaned and rinsed several times 
with glass-distilled water. Double-glass-distilled water and analytical grade reagent 
chemicals were used in the preparation of reagents and media. 

PH Measurements were made using the glass electrode. 


* Present address: Microbiological Research Laboratory, Alembic Chemicals, 
Baroda-3, India. 


Nitrification by Soil Fungi 253 


The same basal medium as was used by Scumrpt (1954) was employed to screen 
the fungi for their nitrifying capacity, with one of the following nitrogen sources: 
1. ammonium sulphate 0.07 percent; peptone 0.4 percent; sodium nitrite 0.05 per- 
cent (all w/v). The first two media were used for both nitrite and nitrate production, 
the last one only for nitrate production. 

The media were used in amounts of 15 ml per 100 ml. Pyrex Erlenmeyer flask 
and autoclaved at 15 Ib/sq. i. for 20 minutes. 

For inoculation, spores were taken from heavily sporulating cultures a week to 
ten days old, using a moistened loop and taking care not to pick up either the 
underlying mycelium or agar. After dispersing the spores in water, uniform aliquots 
of 0.05 ml were aseptically transferred to the culture flasks. Incubation was at 
22 —25°C in a static condition and for varying periods as indicated in the text. At 
the end of the incubation period the mycelium was filtered off and the culture 
filtrate was used to test for both nitrite and nitrate. All tests were run in duplicate 
using two sets of controls: 1. Uninoculated medium and 2. medium inoculated 
with the fungus spores just prior to running the colour tests. All test filtrates were 
decolourized with charcoal before determining nitrite or nitrate. 

Gries-Ilosvay reagent was used for the detection and estimation of nitrite in 
suitably diluted culture filtrates. The estimations were made with the aid of a 
Lumetron Photoelectric colorimeter, Model 402 E, and using the 515 M green filter. 
The phenoldisulphonic acid method was used to determine nitrate photometrically, 
with the 420 M blue filter. Where nitrite was present together with nitrate, total 
nitrate was determined after oxidizing the nitrite with a few drops of hydrogen 
peroxide. 


Results 
Out of the eighty cultures of soil fungi included in the preliminary 
screening trials several were capable of bringing about nitrification to 
varying degrees. 
Examination of these cultures showed that they belonged mostly to 
either Aspergillus or Penicillium. 


Nitrite and Nitrate Formation by Aspergilla 


Among the aspergilli, two cultures were observed to produce both 
nitrite and nitrate in the medium containing peptone. Quantitative 
experiments were then run to assess the extent of nitrification brought 
about by these two aspergilli. Three authentic strains of Aspergillus 
flavus Link, obtained from the Indian Type Culture Collection, I.A.R.I., 
New Delhi, were also included as they were observed to produce both 
nitrite and nitrate in the same preliminary experiments. 

The soil isolates of Aspergillus which were subsequently examined by 
standard methods (Tom and Raper 1945) were also found to be Asper- 
gillus flavus. The results are given in Table 1. 

Among the nitrate- and nitrite-producing A. flavus strains, only the 
soil isolate F. 43 showed nitrate production in the sodium nitrite medium. 
The results of these experiments are indicated in Table 2. The growth of 
the organism on the nitrite medium was much less than usually observed 
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on other media and it was reasonable to conclude that the quantities of 
nitrite provided were toxic to the organism. The toxicity of nitrite to 
fungi is generally known. 


Table 1. Production of Nitrite and Nitrate by Aspergilli in Peptone Mediwm* 


Incubation Asper. Asper. Asper. Asper. Asper. 

period flavus flavus flavus flavus flavus 

in days 477 6—775 614 F.4 F, 43 
SD 8.3 8.35 8.3 8.3 7.8 
PH 12 8.3 8.4 8.3 8.4 8.0 
16 8.25 8.35 8.25 8.3 8.0 
5 0.85 0.01 0.03 0.32 2.6 
NO,-N 12 1.5 0.04 0.06 Ay 4.0 
16 1.85 0.04 0.06 0.6 5.0 
~ 5 10.0 2.0 2.0 6.25 36.5 
NO,-N 12 12.0 2.1 2.2 6.6 45.0 
16 16.25 2.0 2.3 6.7 46.5 


* Nitrite- and nitrate-nitrogen in parts per million. No nitrite or nitrate could be 
detected in the control medium throughout the duration of the experiment. Initial 
and final py of control medium 7.0. 


Table 2. Production of Nitrate-Nitrogen by Aspergillus flavus (F 43) in Nitrite Medium 


Incubation 
NO;-N, 
period pu 
in days ie aries 
5 7.8 2.0 
10 8.0 5.0 
15 8.0 5.5 
Initial and final px of control medium 7.0. — Nitrate was not found in the 


control medium throughout the duration of the experiment. 


Table 3. Production of Nitrate* by Penicillia in Nitrite Medium 


set aged : a ie am 
Penicillium sp. F. 16 NO,N ee ‘is es Bh 
Penicillium sp. F. 28 han 1h ac er ave 
Penicillium sp. F. 28 NO,N Be eae Be pa 
Penicillium sp. F. 30 NON ne a at ep 


* Nitrate nitrogen in parts per million. — Nitrate was not found in the control 
medium throughout the duration of the experiment. 
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Nitrate-formation by Penicillia 


The screening tests also showed that certain isolates of Penicilliwm 
could produce nitrate, but only in nitrite-containing media. The results 
of quantitative experiments run with these organisms over a period of 
twenty-six days are given in Table 3. 


Discussion 

The concentration of nitrite nitrogen in most Aspergillus-cultures 
reported here remained at about the same level after the first few days. 
As in Scumrpts experiments, this could be accounted for by the oxidation 
of nitrite to nitrate which showed a gradual increase in static cultures. 
However, increase in nitrate content in the aspergilli tested here was 
large by and most rapid during the initial incubation periods, and there- 
after it tended to remain stationary or in some cases it fell to a lower level. 
A similar response has been noted by ScuipT in a few cases, particularly 
of shaken cultures. Such changes are apparently influenced by the 
changing conditions of the cultures, including altered metabolic activities 
of the fully grown organisms. 

The amounts of nitrite observed at any particular time in any of the 
cultures did not exceed 5.0 mg per litre, but the same thing cannot be 
said of nitrate production among the better nitrifiers, both aspergilli and 
penicillia. In both cases and particularly among the penicillia, more nitrate 
was produced. It must also be emphasized that these penicillia were 
characterized by the feature that they could bring about only the second 
step of nitrification, namely, conversion of nitrite to nitrate. Whether 
the fact that no nitrite production was observed in these organisms was 
due to the inherent physiological properties of these organisms or 
whether the experimental conditions at hand determined the course of 
such a reaction remains to be determined. However, on the basis of 
available evidence and without implying any quantitative comparisons, 
these penicillia may be said to be heterotrophic counterparts of Nitro- 
bacter species. 

Generally, nitrification has been low in heterotrophic nitrifiers descri- 
bed so far. That such feeble nitrification might have been due to the 
particular nitrogen source available to the organisms and to other 
culture conditions is made apparent in the present studies by the obser- 
vation that all fungi which were grown in media containing ammonium 
sulphate showed practically no nitrification; this was observed only in 
peptone media. Failure to find nitrification in ammonium sulphate- 
media may be interpreted as having been due to the unfavourable px of 
the cultures; it is well known that cultures growing on ammonium sul- 
phate tend to become acidic. Production of ammonia in peptone media 
would be gradual and is not accompanied by any fall in px. This is evident 
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from the results which show that, in general, there was an increase in px. 
Similar alkalization of the medium during nitrification is also recorded 
by Scumipt (1954) and presumably constitutes a favourable condition 
for such nitrification, as in other nitrifying organisms. 

The fact that fungi capable of bringing about both steps of nitrification 
occur in soil naturally poses the question whether these or similar 
organisms also bring about such transformations in soil, and if so, to what 
extent. The mere presence in soil of an organism able to cause a parti- 
cular change in laboratory media does not necessarily mean that it will 
produce the same particular effect in soil; this is prominently evident in 
many studies of antibiotic production in soil (THORNTON and MEIKLE- 
JoHN 1957). Similar arguments can also be put forward in the case of 
nitrification by soil fungi. While a final answer to this argument has to 
await further experiments with these fungi, it should be emphasized 
that strains similar to the aspergilli and penicillia described here are 
among the commonest soil-dwellers and organic nitrogenous sources 
including free amino-acids, such as are present in peptone, are known to 
occur in soil and rhizosphere (STARKEY 1958). 

It is for further investigations to work out the optimum conditions and 
nitrogen sources necessary for nitrification by fungi, to decide whether 
and to what extent nitrification in soil can be brought about by these 
fungi and to define the effects of environmental soil factors. 


Summary 


1. Nitrifying fungi were isolated from soil and were found to belong to 
the genera Aspergillus and Penicillium. 


2. While the Aspergillus-isolates produced both nitrite and nitrate, the 
penicillia were observed to produce only nitrate from nitrite. Generally 
much larger amounts of nitrate were produced by the penicillia than by 
the aspergilli. 

3. The results confirm and extend the observations of Scumipt, that 
soil fungi are capable of causing nitrification. 


Addendum 


In a recently published important paper, which became available to 
us after submitting the present article for publication, EyLar and 
Scumrpt! have described the nitrifying abilities of several relatively 
more active strains of Aspergillus flavus and some other fungi. Among 
the latter there were two penicillia, one of which produced nitrate and 
the other a small quantity of nitrite in peptone media. The authors 
report, like ourselves, that no nitrification by any of the fungi examined 
was observed in media containing ammonium-sulphate. 


1 J. gen. Microbiol. 20, 473—481 (1959). 
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Die Bildung von Ektoenzymen durch holzzerstérende und 
holzbewohnende Pilze auf verschiedenen Nahrboden* 


V. Mitteilung (SchluB) : 
Ein komplexes Medium als C-Quelle 


Von 
Horst LYR 


Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. August 1959) 


In den bisher vorliegenden vier Mitteilungen ist ttber die Enzym- 
bildung einiger holzzerstérender und holzbewohnender Pilze bei einem 
Wachstum mit Pectin, Cellulose, Amylum, Xylan und Glucose als 
C- Quellen berichtet worden. Dabei konnten wertvolle Erkenntnisse hin- 
sichtlich der Wirkung der Substrate auf Wachstum und Enzymbildung 
gewonnen werden. Als Abschlu8 der Versuchsserie soll noch itiber die 
Wirkung einer Kombination aller Stoffe auf die Enzymbildung berichtet 
werden. Auch in der Natur kommen die einzelnen Substanzen fast nie 
in reiner Form vor, sondern in einer komplexen Mischung. Freilich 
unterscheidet sich eine kiinstliche Kombination dieser Stoffe noch wesent- 
lich sowohl in quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht von dem 
natiirlichen Substrat dieser Pilze. Da die einzelnen Substanzen im Versuch 
in gewichtsgleicher Mischung angewendet wurden, tiberwiegen relativ die 
léslichen bzw. leicht hydrolysierbaren Bestandteile. AuBerdem liegt die 
Cellulose im Holz in kristalliner Form vor, wihrend alle hier verwendeten 
Substrate durch ihre Gewinnung von nativem Material bereits denatu- 
riert sind, wodurch sie fiir die Pilze leichter angreifbar werden. Ferner 
fallen alle durch die spezifische Struktur des natiirlichen Substrates 
gegebenen Komplikationen fort. Dennoch ist es recht interessant, die 
Wirkung der einzelnen Substanzen auf die Enzymbildung in komplexer 
Mischung zu priifen. Es lassen sich dadurch gewisse Riickschliisse auf die 
Konkurrenzkraft der einzelnen enzymbildenden Systeme im _ Stoff- 
wecbsel ziehen. 

Methodik 
Die Untersuchungsmethodik ist gegeniiber den vorherigen Serien nicht verandert 


worden. Die Nahrlésung enthielt als C-Quelle je 0,2°/) Cellulose, Pectin, Xylan, 
Amylum solubile und Glucose. Die tibrigen Bestandteile waren die gleichen wie 


* Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. J. BupER, zum 75. Geburtstage 
gewidmet. 
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iiblich. Die Cellulose wurde als Suspension wie in der Celluloseserie (II. Mitteilung) 
verwendet. CaCO, wurde bei der geringen Pectinmenge nicht zugesetzt. 

Die Methoden der Enzymbestimmung sind in den friiheren Mitteilungen bereits 
ausfiihrlich beschrieben und erértert worden. Um vergleichbare und aussagefahige 
Werte zu erhalten, wurden wiederum die drei Aktivititsformen verwendet: M-A = 
Maximal-Aktivitat, G-A = Gesamt-Aktivitat, Sp-A = spezifische Aktivitat. Die 
Zeit bis zum Erreichen des maximalen Mycelgewichtes wird als tmax, das maximale 
Trockengewicht als 7'Smax bezeichnet. Die Pilzstamme waren die gleichen wie in 
den anderen Serien, jedoch kam erganzend ein Wildstamm von Aspergillus niger 
hinzu. Das Mycelgewicht konnte infolge der Anwesenheit von Cellulose wegen der 
bereits erwahnten Schwierigkeiten (LyR 1959b) nur annahernd aus dem Gesamt- 
trockengewicht und den zugehorigen Stickstoffwerten ermittelt werden. 

Unter M-A wird die wihrend der gesamten Versuchszeit beobachtete Maximal- 
Aktivitat verstanden. Die G-A wurde durch Planimetrieren der von den Aktivitats- 
kurven umschlossenen Flachen erhalten, wobei diese bis tmax beriicksichtigt wurden, 
um vergleichbare Werte fiir die einzelnen Pilzarten zu erhalten. Die Sp-A wird 
durch Umrechnung der Werte der Gesamt-Aktivitat auf ein einheitliches Mycel- 
gewicht von 100 mg errechnet. G-A und Sp-A sind in Relativwerten angegeben, 
die nur innerhalb der beiden Aktivitatsformen vergleichbar sind. 


Pilzwachstum 


Auf der komplexen C- Quelle war das Wachstum aller Pilze sehr gut, und 
im Durchschnitt wurden die hdchsten Mycelgewichtswerte von allen 
C- Quellen erreicht (siehe Tab. 1). Das ist bedingt durch die hohen Werte 
von C. velutipes und Ch. globosum, sowie durch die relativ hohen Werte 
der anderen Arten (siehe Tab.1 u.2). Jedoch hatten durchaus nicht alle 
Pilze auf dem Komplexmedium die beste Mycelbildung. Sch. commune, 
Ph.igniarius, M.lacrymans und Gl. saepiarium bildeten auf Pectin und 
Sch. commune, T'r. versicolor sowie Tr. viride auf Amylum eine erdBere 
Trockensubstanzmenge. Die beiden aktivsten Holzzerstorer F marginatus 
und OC. cerebella bevorzugien hingegen die komplexe C- Quelle. Eine 
dkologische oder gruppenspezifische Differenzierung ist aus diesen Ergeb- 
nissen nicht abzulesen. Offenbar bestehen artspezifische Unterschiede in 
der optimalen Verwertung der einzelnen C-Quellen. Das maximale 
Trockengewicht wird auf dem Komplexmedium in sehr kurzer Zeit 
erreicht (vgl. Tab.1), was bei dem reichlichen Nahrstoffangebot, das 
teilweise bereits in leicht zuganglicher Form vorliegt, verstandlich ist. 
Die hohen Mycelertrage sprechen fiir eine sehr 6konomische Ausnutzung 
der Kohlenhydrate fiir die Mycelbildung, wobei zu beriicksichtigen ist, 
daB diese bei Versuchsschlu8 noch nicht vollig verbraucht sind, da zu- 
mindest noch Cellulose in der N&ahrlosung vorhanden war. 


Aus den Abb.1—11 ist ersichtlich, da trotz der Anwesenheit von 
Glucose sehr friihzeitig ein Angriff auf die anderen Substrate, wahr- 
scheinlich besonders auf die Starke und das Xylan erfolgt, was aus dem 
Ansteigen der Reduktionswerte zu erkennen ist. Spater iiberwiegt deut- 
lich der Verbrauch an léslichen Zuckern gegentiber der Substratspaltung, 
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wodurch die Reduktionswerte kontinuierlich abfallen. Das héchste Mycel- 
gewicht wird bereits vor einem volligen Verbrauch an Kohlenhydraten 
erreicht, die teils noch in léslicher Form und teils als Cellulose vorhanden 
sind. 

Die py-Werte zeigen wiederum besonders bei den Braunfauleerregern 
einen starkeren Abfall, liegen aber allgemein etwas niedriger als tiblich, 
was wahrscheinlich durch die Demethylierung des Pectins bedingt ist. 


Tabelle 1. Zusammenstellung der maximalen Mycelgewichte (T'Smaz) und der Zeiten 
bis zum Erreichen von T'S maz [tmax (in Tagen) ] fiir die einzelnen Pilzarten auf den 
verschiedenen Substraten 


C- Quelle 


Pilzart 


Sch. commune 
Tr. versicolor 
Ph.igniarius 
C. velutipes 


F. marginatus 
C.cerebella 

M.lacrymans 
Gl. saepiariw 


we nae 60 | 25 | 39 | 25 | 61/| 21 | 42| 30 | 30 | 23 | 60) 21 
var.affine | 72| 26 | 25 | 31 | 81| 22 | 83| 23 | at | 26 | 166 | 20 
Durchschnitt 


aller Pilze 


Enzymausscheidung 


Auf dem Komplexmedium sind sowohl Cellulase als auch Pectinase, 
Xylanase und Amylase im Kulturfiltrat (KF) nachweisbar. Bei C. velu- 
tipes, T'r. versicolor und Sch. commune tritt auBerdem noch eine Protein- 
ase auf, deren Bildung aber nicht kontinuierlich verfolgt wurde. Ebenso 
mufte es aus arbeitstechnischen Griinden unterlassen werden, die 
Laccase- und Peroxydasebildung quantitativ zu bestimmen. 


Cellulase 


Das Enzym ist hier im Gegensatz zu den cellulosefreien Substraten bei 
allen Arten vorhanden, wenngleich in der G-A und Sp-A keinesfalls die 
Werte der Celluloseserie erreicht werden. In der M-A hingegen erreicht 
F. marginatus auf dem Komplexmedium sogar etwas héhere Werte als 
auf Cellulose, was sich aber in der Gesamt-Aktivitat nicht bestatigt. 
Daraus ist zu erkennen, dafs ein Vergleich der Maximal-Aktivitaten, wie 
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er von vielen Autoren durchgefiihrt wird, zu falschen Schliissen fiihren 
kann. Bei mehreren Arten wie bei 7'r. versicolor (Abb.2), Gl. saepiarium 
(Abb.8) und Aspergillus niger (Abb.11) tritt auch nach tmax noch eine 
beachtliche Aktivitét auf. Vergleicht man die Durchschnittswerte der 
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Abb.1. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Schizophyllum commune Fr. auf einem Komplex- 

medium. x x Cellulase, o o Pectinase, 0 O Xylanase, a a Amylase, 

Myceltrockengewicht (7S), o—— —o pu-Wert, x-———x Reduktionswert (RW) der Kulturfliissigkeit 
(ausgedrtickt als y-Glucose je Milliliter) 
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Abb.2. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trametes versicolor (L.) Pil. auf einem Komplex- 
medium. (Zeichenerkliirung siehe Abb. 1) 


Cellulase auf Glucose und auf dem Komplexmedium miteinander, so ergibt 
sich durch die Anwesenheit der Cellulose in dem Komplexmedium fol- 
gende absolute Steigerung der Cellulasebildung: M-A: 8,3fach, G-A: 
4,8fach, Sp-A: 1,7fach. Mit Cellulose als alleinige C-Quelle ist die 
Steigerung um das 3—11fache grdBer (vgl. Tab.3) 
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Abb.3. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Phellinus igniarius Quél. auf einem Komplex- 
medium. (Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.4. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Collybia velutipes Curt. auf einem Komplex- 
medium. (Zeichenerklirung siehe Abb.1) 
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Abb.5. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Fomes marginatus Gill. auf einem Komplex-- 
medium. (Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.6. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Coniophora cerebella Alb. et Schw. auf einem 
Komplexmedium. (Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.7. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Merulius lacrymans Wulf. auf einem Komplex- 
medium. (Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.8. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Gloeophyllum saepiarium Karst. auf einem 
Komplexmedium. (Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Immerhin ist zu erkennen, daB trotz der reichlich vorhandenen 
anderen Nahrstoffe die Cellulasebildung nicht vollig unterdriickt wird. 
ScHAEFER fand bei Aspergillus terreus eine Optimumkurve fiir Cellulase 
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Abb.9. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trichoderma viride Pers. et Fr. auf einem 
Komplexmedium. (Zeichenerklarung siehe Abb.1) 
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Abb.10. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Chaetomium globosum K. var. affine auf einem 
Komplexmedium. (Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 


bei einer wechselnden Mischung von Carboxymethylcellulose und Glucose 
im Medium. Mit hédheren Glucosemengen (0,4°/9) wurde die Enzym- 
bildung gehemmt. 


Pectinase 
Gegentiber den pectinfreien, Nahrbéden macht sich deutlich der Einflu8 
des Pectins auf die Pectinasebildung im Komplexmedium bemerkbar. 
Tr. viride hat in allen Aktivitétsformen und Tr. versicolor in der G-A 
und Sp-A (siehe Tab.2) eine hohere Pectinaseaktivitat als auf Pectin 
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(siehe I. Mitteilung). Das sind jedoch Ausnahmen, da bei allen anderen 
Arten die Werte zum Teil sogar erheblich unter denen der Pectinserie 
liegen. Ganz besonders fallt C. velutipes ab, die trotz ippigem Mycel- 
wachstum nur eine schwache Enzymaktivitat aufweist. Gl. saepiarium 
erreicht dagegen fast seine Maximal-Aktivitat der Pectinserie von 
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Abb.11. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Aspergillus niger auf einem Komplexmedium. 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


8000 E, wahrend der aktivste Pectinasebildner — C. cerebella — 
mit 9800 E weit hinter den 40000 E der Pectinserie zuriickbleibt. 
Beachtlich ist auch die Leistung von Aspergillus niger, der die 
beiden anderen Schimmelpilze und die Weibfauleerreger in allen 
Aktivitaétsformen erheblich tibertrifft. Vergleicht man die Durchschnitts- 
werte der Pectinaseaktivitaten auf Glucose mit denen auf dem Komplex- 
medium, so ergibt sich folgende absolute Steigerung durch die Anwesen- 
heit des Pectins: M-A: 15,7fach, G-A: 15,3fach, Sp-A: 4,3fach. Mit 
Pectin als alleiniger C- Quelle ist die Steigerung dagegen um das 3 bis 
5fache groBer (siehe Tab.3). Daraus geht deutlich der fordernde EinfluB 
des Pectins auf die Pectinasebildung hervor. Zugleich ist jedoch auch die 
depressive Wirkung anderer Nahrstoffe sichtbar, die aber eine Induktion 
der Pectinasebildung nicht verhindern. GAUMANN u. BOunt (1947) fanden 
dagegen bei Botrytis cinerea Pers. eine gesteigerte Pectinasebildung, 
wenn neben Pectin auch noch Glucose im Niéhrboden vorhanden war. 
Nach den Befunden von Scuarrer kénnte das eine Frage der Zucker- 
konzentration sein, wobei die einzelnen Arten sich quantitativ unter- 
scheiden mégen. Auch Durnam fand eine fordernde Wirkung geringer 
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Glucosemengen auf die Enzyminduktion. Bei Anwesenheit gréBerer 
Mengen leicht verwertbarer Nahrstoffe geht aber meist die Bildung von 
Ektoenzymen zuriick, wie das hier bei den Holzzerstérern der Fall ist. 
Wie jedoch die Beispiele von 7'r. viride und T'r. versicolor zeigen, kénnen 
einzelne Arten von dieser Regel abweichen. 


X ylanase 


Im Durchschnitt aller Pilzarten wurden auf dem Komplexmedium die 
geringsten Werte von allen C-Quellen erreicht (siche Tab.4). Das ent- 
spricht den bisherigen Ergebnissen, die allerdings nur an 5 Pilzarten 
gewonnen wurden, wonach 


die Xylanasebildung cent Tabelle3. Absolute Anderung der Enzymbildung bet 


; ; Verwendung des spezifischen Substrates gegentiber 
die Anwesenheit von Xylan  @jwcose als C-Quelle im Durchschnitt aller Pilze 


: is t ‘ 
nicht gefordert wird (vgl. Cellulase | Pectinase | Xylanase | Amylase 
1 Ee ee ee ee ee 


IV. Mitteilung). Da auf dem 


Komplexmedium auch die M-A 21,2 40,8 —0,9 2,7 
tibrigen Arten nur eine G-A 18,2 56,0 —0,9 4,9 
2 ve Sp-A 22,7 21,6 | 0,8 2,8 


maBige Xylanaseaktivitat 
haben, kénnen diese Befunde fiir die Holzzerstérer wohl verallgemeinert 
werden. Die Aktivitaitsunterschiede zwischen den Pilzarten sind wie 
iiblich nicht sehr groB. Aspergillus niger erreicht in der Maximal-Aktivitat 
den Spitzenwert, wird aber in der G-A und Sp-A von einigen Holzzer- 
storern iibertroffen (siche Tab.2). Er bildet dieses Enzym wesentlich 
reichlicher als die anderen Schimmelpilze. Die Aktivitatsmaxima liegen 
nur bei Sch. commune, Tr. versicolor und Gl. saepiarium nach tmax; sonst 
zeigen die Kurven die iibliche frithe Kulmination. 


Amylase 


Trotz der Anwesenheit von Amylum sind die gemessenen Aktivitaten 
nicht tibermaBig groB. In der M-A steht das Komplexmedium an dritter, 
in der G-A an vierter und in der Sp-A an letzter Stelle von allen Sub- 
straten (Tab.4). Nur von einigen Arten werden die auf Glucose erreichten 
Aktivitaten tiberboten. Ein Vergleich der Durchschnittswerte von 
Glucose und vom Komplexmedium 1i8t nur eine geringe Steigerung 
erkennen: M-A: 1,1, G-A: 1,4, Sp-A: 0,4. Die Forderung durch Amylum 
ist daher praktisch unbedeutend; in der spezifischen Aktivitat ist sogar 
eine Verminderung wegen der héheren Mycelgewichte erkennbar. Das 
steht in Ubereinstimmung mit friiheren Befunden, wonach die Amylase- 
pildung durch Amylum nur in geringem Mae gefordert wird (vgl. 
III. Mitteilung sowie Tab.3). Wabrscheinlich in erster Linie durch die 
Anwesenheit von Glucose wird die Amylasebildung auf dem Komplex- 
medium gegeniiber der Amylumserie auf 1/,—1/, vermindert. Die Aktivi- 
tatsunterschiede zwischen den einzelnen Arten sind auch hier wiederum 
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ziemlich gering (siehe Tab. 2). Spitzenwerte in der M-A und G-A erreich- 
ten F. marginatus und Aspergillus niger sowie M. lacrymans in der Sp-A. 
Bei mehreren Arten steigt die Amylaseaktivitat auch im , autolytischen** 
Bereich noch weiter an, was besonders bei Sch. commune (Abb.1) und 
Tr. versicolor (Abb. 2) auffallig ist. Die Amylase ist gegen die Veranderun- 
gen des Stoffwechsels, die mit tmax eintreten, relativ unempfindlich, was 
auch schon auf anderen Nahrbéden festgestellt wurde. Es bestehen 
hierin aber Unterschiede zwischen den einzelnen Pilzarten. 

Zusammenfassend kann folgendes tiber die Enzymbildung auf einer 
komplexen C- Quelle gesagt werden: Bei den untersuchten Arten ist die 
Synthese der einzelnen Ektoenzyme schwacher als wenn das Enzym- 
substrat als alleinige C-Quelle vorliegt. Eine fordernde Wirkung des 
Substrates gegeniiber Glucose ist aber dennoch besonders bei der Cellu- 
lase und der Pectinase erkennbar, wahrend sie bei der Amylase nur sehr 
gering ist und bei der Xylanase fehlt. Dagegen ist die Mycelbildung bei 
allen Pilzen gut, wenn nicht sogar am besten von allen Nahrbdden. 
Aspergillus niger wies sehr hohe Aktivitaten bei Amylase, Pectinase und 
Xylanase auf und iibertraf hierin die beiden anderen Schimmelpilze und 
auch die WeiBfiuleerreger. Die Braunfaiuleerreger waren hingegen teil- 
weise aktiver. Die verminderte Enzymbildung auf dem Komplexmedium 
kann zum Teil durch eine direkte Wirkung der vorhandenen oder frei 
werdenden Glucose erklart werden. Allerdings diirfte das nur auf die 
Cellulase und die Amylase zutreffen. Bemerkenswerterweise ist jedoch 
die Aktivitat aller Enzyme geringer. Das kénnte durch das breitere 
Enzymspektrum bedingt sein; wesentlich ist aber wahrscheinlich das 
intensivere Mycelwachstum, das als Konkurrenzfaktor fiir die Bildung 
von Ektoenzymen auftritt. 


Diskussion der Gesamtergebnisse 

Durch die quantitative Auswertung der einzelnen Versuchsserien ist 
ein groBes Material angefallen, das nun noch einmal im Zusammenhang 
besprochen werden soll, um die wichtigsten Ergebnisse herauszustellen. 

Das Wachstum der Pilze war auf den einzelnen C-Quellen sehr 
unterschiedlich. In Tab. 1 sind die maximalen Myceltrockengewichte und 
die Zeiten fiir tmax zusammengestellt. Daraus ist ersichtlich, da im 
Durchschnitt das beste Wachstum auf der komplexen C- Quelle erzielt 
wurde. Es folgen Pectin, Amylum, Xylan, Cellulose und Glucose. Die 
Werte fiir Xylan sind nicht direkt vergleichbar, da sie nur von einem 
Teil der Pilze gewonnen werden konnten. Bei einem unmittelbaren Ver- 
gleich der betreffenden Arten muB Xylan nach Amylum eingeordnet 
werden. Der Maximalwert ist bei jeder Pilzart hervorgehoben. Dadurch 
ist ersichtlich, daB trotz des besten Durchschnittswertes nicht alle Arten 
auf einer komplexen C-Quelle ihr Wachstumsoptimum hatten. Die 
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stirksten Holzzerstorer F. marginatus und C. cerebella,aber auch C. velu- 
tipes und Ch. globosum wuchsen auf dem Komplexmedium am besten, 
andere Arten hingegen bevorzugen Pectin oder Amylum. Da die Unter- 
schiede in der Mycelbildung auf den einzelnen C- Quellen teilweise recht 
bedeutend sind, mu8 man mit artspezifischen Besonderheiten in der 
Verwertung der einzelnen Substrate rechnen. Gruppenspezifische Merk- 
male physiologischer oder dkologischer Art lassen sich nicht ableiten. 

Die Werte fiir tmax zeigen, daB auch die Zeiten, die zum Erreichen des 
maximalen Trockengewichtes bendotigt werden, auf den einzelnen Sub- 
straten unterschiedlich sind. Am raschesten verlief das Wachstum auf der 
komplexen C- Quelle, da hier von Anfang an leicht verwertbare Nahrstofte 
zur Verfiigung standen, ohne daB ihre Konzentration so hoch war, da8 
dadurch das Wachstum gehemmt wurde, wie das bei Glucose offenbar 
der Fall ist. Eine direkte Beziehung zwischen tmax und 7'Smax ist jedoch 
nicht zu erkennen, was auch bei diesen sehr verschiedenartigen Substra- 
ten kaum zu erwarten ist. Die schlechte Verwertung der Glucose gegen- 
iiber den polymeren Substraten ist sehr auffallig. Ahnliche Ergebnisse 
fand auch NorKrans (1950) bei T'richoloma-Arten. Die méglichen Ur- 
sachen hierftir wurden bereits diskutiert (vgl. [V. Mitteilung). Die Neigung 
der einzelnen Pilzarten, die gebotenen Nahrstoffe fiir die Mycelbildung 
auszunutzen, ist sehr unterschiedlich. Aus Tab.5 ist zu ersehen, daB 
besonders Sch. commune, Ch. globosum, C. velutipes, aber auch T'r. versi- 
color und F’. marginatus tiberdurchschnittliche Mycelertrige ergaben. Im 
allgemeinen wird bei den typischen Holzzerstérern die Mycelbildung 
zugunsten der Enzymproduktion eingeschrainkt. Eine Ausnahme macht 
bei den von uns untersuchten Arten F. marginatus, der sowohl Mycel als 
auch Ektoenzyme reichlich bildet, wihrend unser Stamm von 7'r. viride 
ein schwacher Mycelbildner ist. 

Hinsichtlich der Enzymbildung interessieren besonders folgende 
Fragen: 1. Wie ist der EinfluB der einzelnen Substrate auf die Enzym- 
bildung? 2. Welches sind die artspezifischen Besonderheiten bei der 
Enzymausscheidung? 3. Gibt es enzymspezifische Besonderheiten in der 
Ektoenzymbildung ? 

Aus unseren Befunden geht hervor, daB die Synthese der einzelnen 
Enzyme durch das spezifische Substrat unterschiedlich stark gefordert 
wird. Die Meinungen hieriiber sind in der Literatur sehr gegensiatzlich. 
Wahrend z.B. Sormnsen (1957) bei den meisten Pilzen eine starke 
Férderung der Xylanasebildung durch Xylan fand, konnten wir ebenso 
wie Simpson (1959) keine oder nur eine sehr geringe Férderung feststellen. 
Wahrend Puarr (1947) ebenso wie wir eine starke Erhéhung der Pec- 
tinasebildung in Anwesenheit von Pectin nachweisen konnte, fanden 
GAUMANN u. Bount (1947) keine Zunahme der Pectinase in Gegenwart 
von Pectin gegeniiber Glucose. So lieBe sich die Zahl der sich wider- 
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sprechenden Befunde noch weiter vermehren. Da methodische Unter- 
schiede fiir diese Diskrepanzen keine ausreichende Erklarung sind, 
ist nur der Schlu8B zu ziehen, daB® die einzelnen Organismen sich im 
Modus der Enzymsynthese betrachtlich unterscheiden. Dadurch wird es 
sehr schwer, allgemein giiltige Aussagen fiir ein Enzym zu machen und 
man ist gezwungen, sich auf die bearbeiteten Organismen zu beziehen. 


Tabelle 6. Relative Férderung der Pectinase- und Myceltrockensubstanz- Bildung auf 
Pectin als C-Quelle gegeniiber Glucose 


(1,0 bedeutet Gleichheit) 


Pilzarten M-A G-A Sp-A TS 
Sch. commune. . « 8,3 D7. 1,6 3,3 
Tr. versicolor. . .« 18,3 16,5 9,0 2,5 
Ph. igniarius . . . Gi 6,3 leah 4,0 
C. velutipes. . - . 10,0 44,0 21,0 5) 
F. marginatus. . . 55,5 85,2 43,3 1,9 
Gacerebella. 55,5 71,2 26,5 3,0 
M.lacrymans .. _ _ = — 
Gl. saepiarium . . 44,4 49,1 16,7 Sail 
Tr vide «©. . + 6,8 3,4 ey 2,0 
Ch. globosum . . .- 0,9 1,5 0,7 Os 
WAPNOI/UC) 6 ae 
Durchschnitt 
aller Pilze. . .. 23,0 32,1 13,6 2,8 


Wie unsere Ergebnisse zeigen, ist die Steigerung der Enzymbildung 
durch die Anwesenheit des Enzymsubstrates (als relative Steigerung 
bezeichnet) bezogen auf Glucose bei den einzelnen Arten sehr unter- 
schiedlich stark (vgl. die jeweiligen Tabellen in den friiheren Mitteilungen). 
So konnte bei der Cellulase eine Steigerung der M-A vom 7fachen bis 
zum 1500fachen, bei der Pectinase vom 0,9—56 fachen (siehe Tab.6) und 
bei der Amylase vom 2,1—3,5fachen beobachtet werden. Daraus lassen 
sich eindeutig die starken, artspezifischen Unterschiede zwischen den 
Pilzen erkennen. Wahrend bei der Pectinase von Ch. globosum fast keine 
Steigerung zu erkennen war, betrug sie bei C. cerebella und F. marginatus 
das 56fache (Tab.6). Durch die relativ groBe Zahl untersuchter Arten 
ist es aber moglich, Aussagen tiber das Verhalten der einzelnen Enzyme 
bei der dkologischen Gruppe der holzbewohnenden Pilze zu machen. 
Trotz artspezifischer Unterschiede im einzelnen lassen sich enzym- 
spezifische Merkmale bei der Induktion durch das Substrat erkennen. 
Vergleicht man namlich die Durchschnittswerte der Enzymaktivitaten 
auf dem spezifischen Substrat mit denen auf Glucose, so erhalt man die 
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als ,,absolute’‘ Steigerung bezeichneten Werte, die in Tab.3 zusammen- 
gestellt sind. Daraus ist ersichtlich, daB die durchschnittliche Gesamt- 
Aktivitat von Pectinase um das 56fache, die der Cellulase um das 
18fache, die der Amylase dagegen nur um das 5fache gegentiber Glucose 
durch das jeweilige Substrat gefordert wird. Bei der Xylanase ist eine 
leichte Hemmung (0,9fache) festzustellen, was auch GAUMANN u. BOHNI 
in analoger Weise bei Botrytis cinerea an der Pectinase beobachteten. 
Amylase und Xylanase sind auf den meisten Substraten mit beachtlicher 
Aktivitat nachweisbar gewesen. Ihre Bildung ist bei den Holzbewohnern 
offensichtlich starker konstitutiv festgelegt als die der anderen Enzyme 
[vgl. auch ManpELs u. REESE (1957) sowie TicHomrrowa (1959) ]. Zwar 
war auch Pectinase auf vielen Nahrbéden zu finden, jedoch war ihre 
Synthese in Abwesenheit von Pectin meist nur sehr gering. Cellulase 
dagegen fehlte bei den meisten Arten auf allen Substraten, die keine 
Cellulose enthielten. Nur die sehr aktiven Holzzerstérer F’. marginatus 
und ©. cerebella schieden das Enzym auch in Abwesenheit von Cellalose 
aus. Eine komplexe Mischung der einzelnen C-Quellen fiihrte zu einer 
Verringerung der Enzyminduktion durch das Substrat, die aber bei 
Pectinase und Cellulase auch hier deutlich nachweisbar war. 

Die artspezifischen Besonderheiten duBerten sich bei den untersuchten 
Enzymen nur in quantitativer Hinsicht, wahrend in der Fahigkeit zur 
Bildung von Oxydasen auch qualitative Unterschiede bestehen (LYR 
1958). Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, daB sich die angewandte 
Methodik bestens bewahrt hat. Durch die Verfolgung des zeitlichen Ver- 
laufes der Enzymbildung ist sichergestellt, daB keine Zufallswerte 
ermittelt wurden, und die Aufstellung der drei Aktivitatsformen ermég- 
licht einen sicheren Vergleich der Fahigkeiten zur Enzymbildung 
zwischen den einzelnen Pilzarten. Die Gesamt-Aktivitat ist hierfiir 
wesentlich besser geeignet als die Maximal-Aktivitat, die viel groBeren 
Schwankungen unterworfen ist. In Tab.5 sind die Enzymaktivitaten im 
Durchschnitt aller untersuchten Substrate fiir die einzelnen Pilzarten 
zusammengestellt, wodurch die Potenzen der Pilze zur Enzymbildung 
unabhingig vom Substrat sichtbar werden. Ein Vergleich der Werte 
ist — wie bereits in der ersten Mitteilung ausgefiihrt — nur im Bereich 
des gleichen Enzyms zulassig. 

Es ist ersichtlich, daB die als aktive Holzzerstorer bekannten Pilze 
F. marginatus und C. cerebella in der Cellulase- und Pectinasebildung 
eindeutig an der Spitze stehen. C. cerebella hat auch die héchste Amy- 
Jaseausscheidung von allen Arten. Dagegen fiihren bei der Xylanase 
Gl. saepiarium und Sch. commune. Tab. 7 veranschaulicht die Reihen- 
folge der Pilzarten in bezug auf die Starke der Enzymbildung. Daraus 
ist zu entnehmen, daB in der Gesamt-Aktivitat die ersten 3 Platze fast 
ausschlieBlich von Braunfauleerregern eingenommen werden. Nur bei 
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der Amylase erreicht T'r. viride 
einen 2. und Sch. commune bei 
der Xylanase einen 3. Platz. In 
der Mittelgruppe befinden sich 
vor allem die Weibfauleerreger, 
wahrend die Schimmelpilze 
sowie die schwachen Holz- 
zerstorer C. velutipes und Sch. 
commune, die wegen ihrer in- 
konstanten Laccasebildung zu- 
gleich als indifferente Weib- 
fauleerreger anzusehen sind, den 
SchluB bilden. Damit bestatigen 
sich die Erfahrungen, die 
man. hinsichtlich der Holzzer- 
storungsintensitét mit den 
einzelnen Pilzarten in anderen 
Untersuchungen gewonnen hat. 
Die von uns vorgenommene 
Berechnung der Gesamt-Akti- 
vitat ist demnach durchaus 
geeignet, eine Pilzart zu charak- 
terisieren. Es zeigt sich, daf 
Ph.igniarius in allen Fallen vor 
C. velutipes eingeordnet ist, was 
vollig mit den Befunden tber 
die Enzymausscheidung der 
beiden Arten wahrend des Holz- 
abbaues tibereinstimmt (LYR u. 
ZIEGLER 1959a). Bei gleich- 
zeitiger Beriicksichtigung der 
Mycelbildung (Sp-A) ist die 
Fuhrung der Braunfauleerreger 
noch eindeutiger, wobei  be- 
sonders M.lacrymans in die 
Spitzengruppe aufriickt. 

Unter den Braunfauleerregern 
haben es verschiedene Arten 
offenbar zu Spitzenleistungen 
in der enzymatischen Akti- 
vitat gegeniiber polymeren 
Kohlenhydraten gebracht. 
Die WeiBfauleerreger haben 


Cellulase, P = Pectinase, X = Xylanase, A = Amylase) 


Tabelle 7. Reihenfolge der Pilzarten entsprechend dem AusmaB der Enzymbildung 
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wahrscheinlich eine nicht minder groBe Gesamtenzymproduktion, jedoch 
umfaBt diese auch die Oxydasen und andere, fiir den Ligninabbau 
wichtige Enzyme, wodurch offensichtlich die Synthese der tbrigen 
Enzyme etwas eingeschrankt ist. 

Eine Spezialisierung der einzelnen Pilze auf bestimmte Enzyme ist 
nicht sehr ausgepragt. Im allgemeinen sind die aktiven Enzymproduzen- 
ten bei allen Enzymen fiihrend. Aus Tab.5 sieht man jedoch, daB Fomes 
marginatus besonders reichlich Cellulase, C. cerebella vor allem Pectinase 
ausscheidet. 7'r. viride bildet besonders viel Amylase und Sch. commune 
erreicht in der Xylanase und auch in der Cellulase einen guten Platz. 
Daraus kann man erkennen, da manche Arten doch zu gewissen 
Schwerpunkten in der Enzymbildung neigen, wenngleich die Unter- 
schiede zu anderen Arten nicht immer extrem gro8 sind. 

Vergleicht man die Enzymbildung mit der Mycelbildung bei den 
einzelnen Pilzen (Tab.5 und 7), so ist klar ein antagonistisches Verhaltnis 
zu erkennen. Gute Mycelbildung entspricht meist einer schwachen 
Enzymbildung, was durch eine Konkurrenz der synthetischen Systeme 
verstandlich ist. 

Enzymspezifische Besonderheiten kénnen abgesehen von der 
unterschiedlichen Induktionswirkung der Substrate sich auch im Verlauf 
der Aktivititskurven bemerkbar machen. Im allgemeinen ist bei allen 
Enzymen eine langsame Steigerung der Ausscheidung mit zunehmendem 
Wachstum zu beobachten. Das Maximum liegt meistens zeitlich in 
der Nahe von tmax- Bei der Auswertung der Versuche war jedoch 
aufgefallen, daB besonders die Xylanase dazu neigt, bereits vor tmax an 
Aktivitat zu verlieren, wihrend andere Enzyme wie Cellulase und Amy- 
lase haufig ihr Maximum im sogenannten, ,,autolytischen® Bereich, d.h. 
nach tmax hatten. Da hierauf wahrscheinlich die Beziehungen von Enzym- 
synthese und allgemeinem Stoffwechsel von Einflu®B sind, war es von 
Interesse, dieser Frage einige Aufmerksamkeit zu widmen. In Tab. 8 ist 
die zeitliche Lage der Enzymmaxima auf dem Komplexmedium in 
Abhingigkeit von tmax dargestellt. Die Zahl der Tage, an denen das 
Maximum, vor tmax auftritt, wurden mit (—) und die nach tmax mit (+) 
bezeichnet. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB sich nicht alle Pilzarten 
auf den einzelnen Substraten véllig gleichartig verhalten. Kine Aussage 
iiber enzymspezifische Besonderheiten ist daher ebenso wie bei der 
Forderung der Synthese durch das Enzymsubstrat nur auf der Basis von 
Mittelwerten aus einer gréBeren Zahl von Versuchen zu machen. 

Das Komplexmedium eignet sich fiir eine solche Zusammenstellung 
besonders gut, da fiir alle Enzyme das typische Substrat vorhanden ist. 
Es ist anzunehmen, dafdas Ergebnis prinzipiell das gleiche ist, wenn man 
einen Durchschnitt aus allen Serien in dieser Weise bilden wiirde. Auf 
den anderen Substraten sind zwar die absoluten Werte etwa anders, aber 
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die friihe Kulmination der Xylanaseaktivitat ist gut erkennbar. Ganz 
besonders auffallig ist sie auf Pectin, wihrend sie auf Cellulase fast mit 
tmax Zusammenfallt. Aus Tab.8 ist ersichtlich, da auf dem Komplex- 
medium, Cellulase und Amylase durchschnittlich 3—4 Tage nach tmax 
ihr Maximum erreichen, wahrend die Pectinase ihr Maximum etwa um 
tmax hat, was auch auf anderen Substraten haufig der Fall ist. Die Xylan- 
ase erreicht dagegen wesentlich friiher ihre Maximal-Aktivitat, was fir 


Tabelle 8 
Abweichungen der Enzym-Maxima von tmax auf dem Komplexmedium (in Tagen) 

(— = vor tmax, + = nach tmax) 

Cellulase Pectinase Xylanase Amylase 
eran seert iy ores animes ei eee ee 
Sch. commune. . . + 8 + 1 +4 +16 
Tr. versicolor. . . +14 — 2 +5 +14 
Ph. igniarius . . . +10 — 6 —8§ 0 
C. velutipes. . . . — 7 — 3 Ht 0 
F.marginatus . . — 3 — 3 —7 + 4 
C.cerebella..-. . 0 — 4 —3 0 
M.lacrymans. . . — 8 +12 0 — 4 
Gl. saepiarvum oe +16 + 4 +1 + 8 
Dy. VUTIOE 2 ta el see —1 + 3 —7 + 2 
Ch. globosum .. . — 3 — 2 —7 0 
Asp. mger s. = = +8 +1 —2 + 4 
TUES" aS ois Saul + 3,1 + 0 —2,5 -+ 4,0 


dieses Enzym typisch ist. Die Xylanase ist offensichtlich stirker als die 
anderen Enzyme an einen aktiven synthetischen Stoffwechsel gebunden. 
Wie an C. velutipes gezeigt werden konnte (LYR u. ZIEGLER 1959b), 
tritt kurz vor tmax eine Verminderung der Wirksamkeit der oxydativen 
Phosphorylierung auf, was spater an dem Riickgang des Mycelgewichtes 
zu erkennen ist. Die Xylanaseaktivitait geht gleichzeitig zuriick. Die 
gleiche Wirkung kann man durch eine kiinstliche Entkoppelung der 
oxydativen Phosphorylierung mittels Pentachlorphenol hervorrufen, 
wodurch die Xylanase und auch die Proteinasesynthese bei C. velutipes 
gehemmt wird, wahrend die Wirkung auf die Amylase nicht so ausgepragt 
ist. In mehreren Fallen konnte sogar eine Férderung der Amylasebildung 
beobachtet werden. Stets wird die Laccasesynthese bei diesem Pilz durch 
die Entkoppelung induziert, wobei allerdings auch das Alter des Mycels 
eine Rolle spielt (LyR 1959). Leider sind zur Zeit unsere Kenntnisse tiber 
die Verbindung der Enzymsynthesen mit dem allgemeinen Stoffwechsel 
noch sehr begrenzt, so dai erst weitere Untersuchungen abgewartet 
werden miissen, ehe es sich lohnt, die Diskussion tiber diese Frage fort- 


zusetzen. 
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Kine gewisse Schwierigkeit in der Deutung der Aktivititskurven von 
Ektoenzymen liegt darin, daB die Persistenz der aktiven Enzyme im 
Kulturfiltrat unbekannt ist. Sicherlich sind die gemessenen Aktivitaten 
durch Gleichgewichtszustande zwischen Aufbau und Abbau der Enzyme 
bestimmt. Uber die Geschwindigkeit dieser Vorgange laBt sich jedoch 
nichts Genaues aussagen. Es spricht vieles dafiir, daB die Abbaugeschwin- 
digkeit wesentlich gréBer ist als der Aktivititsriickgang, der im Laufe 
der Zeit an Kulturfiltraten zu messen ist, die vom Mycel abgetrennt 
wurden. Solange das Mycel sich im Kulturfiltrat befindet, bestimmt sein 
Stoffwechsel auch die Abbaugeschwindigkeit. Das liBt sich aus Ver- 
suchen schlieBen, bei denen Stoffwechselgifte zugesetzt wurden. Nach 
einer _Hemmung der Synthese verschwindet die Enzymaktivitaét in 
kurzer Zeit aus dem Kulturfiltrat. Daher ist es auch berechtigt, den Ver- 
lauf der gemessenen Aktivitatskurven mit einiger Vereinfachung einer 
entsprechenden Enzymsynthese gleichzusetzen. 

Fir das AusmaB der in der Natur zu beobachtenden Holzzersetzung 
ist nattirlich nicht allein die enzymatische Aktivitat verantwortlich, 
sondern es kommen noch andere Eigenschaften der Pilze hinzu, wie 
Toleranz gegen toxische Stoffe des Holzes, rasche Ausbreitung, Kon- 
kurrenzkraft gegen andere Organismen und anderes. Immerhin spielt die 
enzymatische Potenz eines Pilzes eine nicht unwesentliche Rolle, und die 
vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, in welchen Bereichen sich 
diese bei den einzelnen Pilzarten bewegt. 


General Summary 


1. The enzyme-production of 10 species of wood-rotting and wood- 
inhabiting fungi on different media containing pectin, cellulose, amylum, 
xylan, glucose or a combination of all substances as carbohydrate-source 
was quantitatively determined with time. Simultaneously the increase in 
mycelial dry-matter was investigated as well as the changes of pq and 
reduction-power of the culture-filtrate. 


2. By the evaluation of the experiments in dependance of time it was 
possible not only to determine the “maximal-activity’? but also the 
newly defined “‘total-activity’’ and “‘specific-activity’? which allow a 
better comparison between the single species of the fungi. The obtained 
values are in good agreement with the known power of wood-destruction 
of the fungi. 


3. On an average the best formation of mycelial dry-matter was ascer- 
tained on the complex-medium, although some species reached their 
maximal mycelial weight on pectin or amylum. The polymere C-sources 
have been utilized much more economically by the fungi for mycelial 
formation than glucose. 
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4, Generally mycelial formation and enzyme-production of the single 
species are in an antagonistic relation to another. The typical wood-rotting 
fungi mostly have a high enzyme-production and a low mycelium forma- 
tion. 


5. The most active enzyme-producers were Fomes marginatus and 
Coniophora cerebella of which the former reached record values in cellu- 
lase and the latter in pectinase. On an average the brown-rotting fungi 
had the highest activity in the enzymes under investigation. They were 
followed by the white-rotting fungi and as the weakest enzyme producers 
proved the two species of moulds, which were surpassed however by 
Aspergillus niger on the complex-medium. 


6. Amylase, xylanase and pectinase could always be demonstrated in 
the culture-fluid, whereas cellulase was excreted by the most species only 
in the presence of cellulose. An exception were only the most active 
cellulase producing fungi — F. marginatus and C. cerebella — which 
produced the enzyme on all substrates. 


7. In the extent of the induction of enzyme-formation by the specific 
substrate there were considerable differences between the species. On an 
average of all fungi the synthesis of pectinase and cellulase was mostly 
enhanced by the corresponding substrate, much more weaker that of the 
amylase and not at all that of the xylanase (s. Table 3). The last two 
enzymes might be ranked with the “constitutive” or “not marked adap- 
tive” enzymes, but considering the single results there is no sharp 
boundary between these types of enzymes. 


8. By a complex mixture of the substrates the formation of mycelium 
was generally enhanced and the enzyme-production was inhibited in 
comparison with the results on the single substrates. In comparison with 
glucose however the inducing influence of the specific substrate was 
demonstrable in the case of pectinase and cellulase. 


9. The course of enzyme-secretion showed an enzyme-specific charac- 
ter. The xylanase-activity generally reached its maximum before émax, 
whereas the maxima of amylase and cellulase often lay in the “autolytic” 
range. Pectinase reached its maximum mostly together with that of the 
mycelial-production. 


10. Based on the activity-curves cellulase and xylanase are regarded 
as different enzymes with separate substrate-specifity. 


11. Although the investigated species of fungi belong to very different 
taxonomical and ecological types, no pecularities specific for species or 
groups in the enzyme formation — with the exception of quantitative 
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differences — could be stated. Therefore an uniform system for synthesis 
and regulation may be supposed. 


Fiir die wertvolle Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Versuche danke ich 
besonders Frl. Sonya K6uuEr, ebenso Frau CHartorre ScuHAce fiir die Betreuung 
der Pilzkulturen. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
in Weihenstephan 


Untersuchungen tiber die léslichen Aminosiuren 
und Zucker von Grinalgen mit natirlichem 
und erhéhtem Vitamin B,-Gehalt* 


Von 
WILHELM SCHUKERK 


Mit 8 Textabbildungen 
(Hingegangen am 12. November 1959) 


Das Vitamin B, oder Aneurin ist als lebenswichtiger Stoff in allen 
pflanzlichen Zellen enthalten und findet sich vor allem in Zellen bzw. 
Organen mit lebhaftem Stoffwechsel angereichert (RyTz 1939, HuRNI 
1944, dort auch weitere Literatur). Es steht an mehreren Brennpunkten 
des Zellgeschehens. An Chlorella-Kulturen konnte v. WirscH (1948b) 
entsprechend den Befunden an héheren Pflanzen im Jugendstadium mit 
lebhaftem Zellwachstum und intensiver Zellvermehrung wesentlich mehr 
B, finden als in alteren Kulturen ohne Zellvermehrung. Die Chlorella- 
Zellen besitzen die Fahigkeit, ihren Aneuringehalt schnell auf den 
bendtigten Stand zu bringen (v. WrrscH 1946). Bei Abnahme der Zell- 
teilung geht die Aneurinkonzentration langsam aber bestandig zuriick. 

Desgleichen beeinflussen auBere Faktoren, wie bessere Versorgung mit 
Stickstoff und Phosphor, den Aneuringehalt. v.WirscH (1948b) konnte 
dadurch bei Chlorella die Dauer des Zellteilungswachstums verlangern 
und den Aneuringehalt der Kulturen erhéhen. 

Uber stirkeren Aneuringehalt in Algenzellen im Dunkeln gegeniiber 
solchen im Licht in Scenedesmus-Kulturen berichtete GmRpEs (1951). 
Desgleichen hat die Temperatur einen bedeutenden Einflu8 auf die 
Aneurinbildung, wie z.B. Gustarson (1950) bei verschiedenen Kultur- 
pflanzen feststellte. 

Friihere Untersuchungen (v. Witscu u. Friern 1953, ENGLET 1958) 
hatten gezeigt, daB eine kiinstliche Erhohung des Aneuringehaltes das 
physiologische Verhalten héherer Pflanzen in mebrfacher Hinsicht nach- 
haltig verandert. 

Noch nicht abgeschlossene Versuche mit Massenkulturen einzelliger 
Griinalgen ergaben vielfach nach Zusatz von Vitamin B, Wachstums- 
steigerungen und Verdnderungen in der Zusammensetzung der Algen- 
trockenmasse. 

* Auszug aus einer Dissertation der Fakultat fiir Landwirtschaft und Garten- 
bau der T. H. Miinchen. 
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Algenmassenkulturen wurden vielfach unter dem Aspekt der biolo- 
gischen Fett- und Eiwei8produktion durchgefiihrt, da mit ihnen ein Viel- 
faches des Flaichenertrages der iiblichen Kulturpflanzen erzielt werden 
kann (BuRLEW 1953, Harppr u. v. Witscn 1954, Tamiya 1956, 
v. Wrrscu 1958, dort auch weitere Literatur). Auch in diesem Zusammen- 
hang erschien die nahere Analyse der Aneurinwirkung auf Wachstum 
und Entwicklung solcher Algen von Interesse. Im Rahmen dieser Unter- 
suchungen behandelt die vorliegende Arbeit den EinfluB einer B,-An- 
reicherung auf den Gehalt an freien Aminosaéuren und Zuckern ver- 
schiedener Griinalgen. Eine kurze Mitteilung tiber einige Teilergebnisse 
ist vor kurzem an anderer Stelle erschienen (v.W1TscH u. SCHUKERK 1959). 


A. Methodisches 


Die Anzucht des Algenmaterials erfolgte in Kulturrohren, welche mit Luft 
+ 1°/, GO, durchstrémt wurden. Alle Einzelheiten der Methode sind an anderer 
Stelle (v. WrrscH 1958) bereits ausfiihrlich dargelegt worden. In mehrfachen Wieder- 
holungen wurden jeweils Parallelkulturen mit und ohne Zusatz von Aneurin ange- 
setzt, die Kontrollen in reiner Nahrlésung, die Versuchskulturen unter Zusatz von 
1mg Aneurinhydrochlorid (Betabion E. Merck). Als Nahrlésung diente Erdab- 
kochung nach ScHREIBER, im folgenden als Lésung ,,E‘‘ bezeichnet oder die schon 
in friiheren Versuchen verwandte Mineralsalzlésung (v. WirscH 1958) unter Zusatz 
von Erdabkochung (Lésung ,,M“‘). 

Fiir Lésungen oder Versuche mit erhéhten Nahrsalzgaben wurden je nach 
Bedarf die Gesamtkonzentrationen (°/, M, ?/, M,1/, M) oder der Stickstoff- bzw. 
Phosphorgehalt (z. B. 1/; N, 1/4) PO,) variiert. 

Die Materialproben wurden den Kulturen in verschiedenen Entwicklungsstadien 
entnommen. Die 1. Ernte erfolgte, wenn die Zellvermehrung etwa abgeschlossen 
war, also noch relativ junge Zellen ohne gréBere Vorrate an Speicherstoffen vor- 
lagen, die 2. Ernte 6—8 Tage spiter, so daB hierbei altere, assimilatreiche Zellen 
erfaht wurden (v. Wrrscu 1948a, b). In einigen Versuchen wurde auch noch eine 
3. Ernte in noch spiterem Stadium mit einbezogen. 

Die Extraktion der freien Aminosiuren erfolgte in etwas abgeanderter 
Weise nach Mapawn (1956): genau 0,2 g Algentrockenpulver wurde im Porzellan- 
morser mit 5 cm* 96°/,igem Athanol angerieben. Nach 5 min wurden weitere 20 em® 
70°/,igen Athanols hinzugegeben und erneut verrieben. Nach 6 Std wurde abzentri- 
fugiert, und der Riickstand mit 2mal 20 cm* 70°/,igem Athanol und 2mal 20 cm? 
Aqua dest ausgewaschen. Die vereinigten alkoholischen und waBrigen Ausziige 
wurden mit der Wasserstrahlpumpe im Vacuum bei 34°— 36°C bis zur Trockne 
eingeengt. Der Riickstand lieB sich mit 2cm* Aqua dest. aufnehmen und wurde mit 
1 Tropfen Toluol zur Konservierung versetzt und etwa 12 Std bei 4°C stehen- 
gelassen. Die zweidimensionale Trennung der Einzelaminosiiuren geschah auf 
Filtrierpapier Nr. 2043b von Schl. & Sch. Aufgetragen wurden jeweils 0,1 cm? 
Suspension = Extraktionslésung von 10mg Trockensubstanz auf 28 x 30 cm 
grofBe Bégen mit der Mikroelphorpipette!. Als erste Steigfliissigkeit nach TuRBA 
(1954) wurde sek. Butanol: Ameisenséure: Aqua dest. = 75:13:12 verwendet mit 
einer Laufzeit von etwa 16 Std gegen die Faserrichtung. Nach etwa 30 min Luft- 
trocknung konnten die Chromatogramme in Faserrichtung fiir die zweite Dimension 
in das Gemisch von 80°/, Phenol und 20°/, waBrigem Citrat-Phosphatpuffer von 


1 Bender u. Hobein, Miinchen. 
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Berry and Carty nach Tursa (1954) eingehangt werden. Nach der Lufttrocknung 
wurde mit der Ninhydrinlésung von PAHoN u. Catsm nach TurRBA (1954) und zum 
Vergleich mit Fotrys Reagens von Mitrne u. Crusz nach Cramer (1954) ent- 
wickelt. Da die Ninhydrinfarbung keine dauerhaften Flecke hervorrief, wurde dem 
abgeainderten Ninhydrinkupferkomplex von WrELAND nach CRAMER (1954) mit 
etwa 1 Monat bestehen bleibender Farbtiefe der Vorzug gegeben: 3,00 cm® wabrige 
gesattigte Cu(NO,).-Lisung; 0,02 cm? Salpetersiure p.a.; 96,98 cm? Athanol 
96°/,ig oder Aceton p. a. Zur Identifizierung der Flecke wurden reine Testsubstanzen. 
(E. Merck u. Hoffmann-La Roche) in gleicher Weise chromatographiert. 


Qualitativ vergleichende Nachweise wurden mit Reagentien nach CRAMER (1954) 
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der einzelnen Aminosiuren wurden geschatzt nach 
der Fleckengr6Be im Vergleich zu den Testsubstanzen in Anlehnung an FowDEN 
nach BurLtEw (1953): Spuren von Aminosiéuren —; geringes Vorkommen + ; 
normales Vorkommen +--+; starkes Vorkommen +++. 


Die Aufbereitung der Zucker gelang am besten nach der von BECKER u. 
Ener (1956) angegebenen Methode, nachdem sie durch kleine Abanderungen an das 
Algenmaterial angepaft worden war: Eine Einwaage von 0,2 g Algentrockenpulver 
wurde in ein 50 cm’ groBes Erlenmeyerkélbchen gebracht und 1 ml Aqua dest. 
sowie 1 ml 10°/,ige H,SO, zugegeben. Auf die Kélbchen kamen durchbohrte Gummi- 
stopfen mit einem etwa 30 cm langen Glasréhrchen von 2mm @. Hierauf erfolgte 
2stiindiges Erhitzen der Suspension im Wasser auf 80°C zur Auflésung der Zucker’. 
Nach dem Erkalten wurde der Extrakt mit 70°/,igem Athanol auf 2 ml erginzt und 
bis zur Weiterverarbeitung im Kiihlschrank bei 4° C aufbewahrt. 2 mg Suspension 
wurden mit einer Mikropipette auf 28 x 30 cm groBe Filtrierpapierbogen — wie bei 
den Aminosdéuren — aufgetragen und eindimensional entwickelt. Zur Entwicklung 
der reduzierenden Zucker diente die Steigfliissigkeit von ParTrrpGE nach TURBA 
(1954): n-Butanol: Athanol: Aqua dest.= 50:10:40. Die nicht reduzierenden Zucker 
wurden in einer weiteren, etwas abgeanderten Steigfliissigkeit nach PARTRIDGE bei 
Turpa (1954) entwickelt: sek. Butanol: Essigsiure:Wasser = 16:4:5. Zur Identi- 
fizierung der verschiedenen Zucker wurden in Parallelversuchen Testsubstanzen der 
bereits angefiihrten Firmen verwendet. Zum Nachweis der reduzierenden Zucker 
wurden die Chromatogramme nach ParTRIDGE bei CRAMER (1954) mit Anilinphtha- 
lat bespriiht und 10 min auf 105°C gehalten. Die nichtreduzierenden Zucker lieBen 
sich nach 10 min nach Forsyri bei CRAMER (1954) mit der abgeanderten Naphtho- 
resorcinprobe nach BrckER (1956) mit 10°/) Trichloressigsiure gut erkennen. Da 
Saccharose und Fructose mit nur 2°/, Trichloressigsaure schlecht zu erkennen waren, 
wurden die Versuche mit 10°/, Trichloressigsiure durchgefiihrt; sie zeigten gut 


sichtbare Flecken. 


Die quantitative Auswertung erfolgte durch Vergleiche mit Testchromato- 
grammen bestimmter Konzentration. Die groBte Genauigkeit wurde erzielt, wenn 
die Intensitat des zu bestimmenden Fleckes derjenigen aus dem Fleck der Testlésung 
nahekam. Da die Uronsauren nicht untersucht wurden, stérten die Sulfationen 
nicht und wurden deshalb nicht entfernt. Ein Teil der Starke wurde mit der zur 
Aufarbeitung der Zucker nétigen 10°/,igen Schwefelsiure aufgeschlossen. Das lieB 
sich nicht verhindern, da andere Methoden (z.B. mit HCl) in den Vorversuchen 
groBere Nachteile zeigten. Der schwefelsauren Hydrolyse wurde der Vorzug gegeben, 
da diese Methode in den Vorversuchen trotz der vielen Quellstoffe befriedigende 


Ergebnisse zeigte. 
1 Dies bedingte eine teilweise Inversion der Saccharose, so daB die Glucose- 
und Fructosewerte etwas zu hoch sind. 
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B. Ergebnisse 


I. Aminosturen 

Die bei den verschiedenen Algenarten gefundenen Aminosauren sind 
in Tab.1 zusammengestellt. Quantitative Unterschiede wurden dabei 
zunachst nicht beriicksichtigt. (Es sei nochmals darauf hingewiesen, da 
in dieser Arbeit nur die freien Aminosduren bearbeitet wurden, nicht 
dagegen die gebundenen). Aus der Vielzahl an gefundenen Aminosau- 
ren (18) wurde nur eine Auswahl (8) der physiologisch wichtigsten und in 
hoheren Konzentrationen nachgewiesenen naher behandelt und in die 
Abb. 1—4 aufgenommen. Wahrend bei Chlorella vulgaris alle 18 Amino- 
sduren gefunden werden konnten, fehlten bei den iibrigen Algen abwech- 
selnd 1—3 Aminosiuren, bei Chlamydomonas eugametos konnten nur 
10 Aminosauren nachgewiesen werden. 

Erhartet werden die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse durch 
Analysen unter anderer Fragestellung und teilweise an anderem Material 
durchgefiihrter Arbeiten amerikanischer Autoren. FowpEN nach BuR- 
LEW (1953) untersuchte die Griinalgen Chlorella pyrenoidosa, Chl. vul- 
garis and die Cyanophycee Anabaena cylindrica und fand dabei 23 ver- 
schiedene Aminosiuren. Er schloB die freien Aminosauren in Alkohol auf 
und trennte und identifizierte sie papierchromatographisch. Neben den 
in der vorliegenden Arbeit gefundenen 18 Aminosiuren fand FowDEN 
bei Chlorella pyrenoidosa zusitzlich die y-Aminobuttersiure sowie das 
Aminoséiurehalbamid Glutamin, dessen Vorstufe die Glutaminsaure ist, 
die auch in der vorliegenden Arbeit gefunden wurde. Zusatzlich wurde 
hier bei Chlorella pyrenoidosa noch Tryptophan in Spuren gefunden, das 
FowpEN bei den gebundenen Aminosaiuren der gleichen Chlorella an- 
fiihrte. 

Auch die quantitativen Angaben stimmen mit den hier gefundenen 
Ergebnissen weitgehend iiberein. Bei Chlorella vulgaris wurde in vorlie- 
gender Arbeit gegentiber Fowp En zusiitzlich Histidin gefunden, das dieser 
dann bei den gebundenen Aminosiuren auffiihrte. Er fand bei Chlorella 
vulgaris zusitzlich noch y-Aminobuttersiure, Glutamin und Asparagin. 

SporHurR u. Mi~ner nach Burtew (1953) untersuchten ebenfalls 
Chlorella pyrenoidosa und gaben die quantitativen Werte von 10 essen- 
tiellen Aminosiuren — und Glykokoll von den nicht essentiellen Amino- 
sduren — an. Die Werte der Leucine, Phenylalanin und Tryptophan, 
lagen hoher als bei der vorliegenden Arbeit. MoRGANRIDGE nach BURLEW 
(1953) untersuchte in einer weiteren Arbeit ebenfalls Algen und identi- 
fizierte 10 essentielle Aminosiuren. Lediglich die Leucine wichen durch 
doppelt so hohe Werte ab. Beide Arbeiten ergaben auch Werte fiir 
Tryptophan. In dieser Arbeit wurde Tryptophan nicht aufgefiihrt, da es 
nur in Spuren und unregelmafig bei Chlorella pyrenoidosa nachgewiesen 
werden konnte. 
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Hinflup verschiedener Ndhrsalzkonzentrationen 
auf den Aminosduregehalt 


Am eingehendsten wurde Chlorella pyrenoidosa untersucht. Die Ergeb- 
nisse sind in Abb.1 zusammengefaBt, in welcher das Verhalten der 
8 wichtigsten und in gréRerer Menge nachgewiesenen Aminosduren dar- 
gestellt ist. In den ersten 3 Spalten ist die Wirkung verschiedener 
Gesamtnahrstoffkonzentrationen wiedergegeben. Die erhéhte Konzen- 
tration (3/,M) hatte gegeniiber der Normalkonzentration 2/, M keine 
erhoéhte Aminosaurebildung zur Folge, wahrend Kultur in nur 


Tabelle 1. Ubersicht tiber die bei den untersuchten Algen nachgewiesenen Aminosduren 
(ohne Beriicksichtigung quantitativer Unterschiede, auch spurenweises Vorkommen 
ist vermerkt) 


hr Ll 
$ 5 § iS 3 8 g 8 5 S = 3 : s 5 2 
B3/2 2, £2 | 28 | 22) 28 | $2) 82) gs 
Alanin oF a ar Ss ai SE cs =I AP 
Arginin ar me si =e at SP a a a 
Asparaginsaure| aE she + af fa a is iz 
Citrullin - — =s te fs = a Ee ail 
Cystin 7c oT mie ot vi Se - ae se 
Glutaminsaure | + a oie ae ae a8 as ea oe 
Glykokoll 7 “Vi i =F 7 a ae a an 
Histidin + a = a Ee bt she =e a3 
Leucin + or ie sis “hs ai a a a0 
Lysin Wr ae EF ea ci = Hh aie a 
Methionin ++ a us ale ae ie fe he ie 
Phenylalanin + a — + ak =e alle ss Hie 
Prolin — a — + ate ate zw a zt 
Serin mi “P = Ee ie ai i am ve 
Threonin he ae ay at ot cae i Fe 5 
Tryptophan oo — — — ale = = # = 
Tyrosin sg Bile Hi Si zi aE i at =F 
Valin ate iF 7 ate a ele me NE as 2 


1/, Nahrlésungskonzentration bei den meisten Komponenten ein deut- 
liches Absinken der Werte zur Folge hatte. Mit Ausnahme von Valin 
zeigen die alteren Zellen (Ernte 2) haufig niedrigere Werte als das Mate- 
rial der jiingeren Kulturen, vor allem in den 2/, M und 1/, M Serien. Bei 
noch spaterer (dritter) Ernte ist das noch ausgepragter. Die gleiche 
Wirkung liBt sich beobachten, wenn statt der Gesamtkonzentration nur 
der Stickstoffgehalt auf 1/, reduziert wird (Spalte JV, Abb.1). Aus 
friiheren Unterlagen ist bekannt (v. Wrrscw 1948a und b, Aacu 1952), 
dag der Ubergang vom Stadium lebhafter Zellteilung zur Phase des 
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Zellwachstums und der Reservestoff-, hier Fettspeicherung, einer 
Chlorella-Kultur eintritt, sobald der aufnehmbare Stickstoff des Sub- 
strates erschdpft ist. 


Die Befunde der vorliegenden Arbeit fiigen sich gut in dieses Bild ein. 
Im Jugendstadium der Kulturen mit plasmareichen und fettarmen Zellen 
ist auch der Aminosduregehalt hoch und bleibt dies um so langer, je mehr 
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Abb.1. Aminosdiuregehalt von Chlorella pyrenoidosa bei Kultur in Mineralsalzlésungen verschiedener 
Konzentration und Zusammensetzung 


Stickstoff den Kulturen zur Verfiigung steht. Ahnlich, aber nicht so 
stark, wirkt sich Phosphatmangel aus, durch welchen das Wachstum ja 
gleichfalls stark gehemmt wird. Arginin, Methionin, Asparaginsiure und 
Glutaminsaure, teils auch Histidin, zeigen das geschilderte Verhalten 
besonders deutlich, waihrend Valin keine Unterschiede erkennen lat oder 
in einigen Fallen (Spalte J u. JZ) sogar gegenteilig reagiert. 


Auber Chlorella pyrenoidosa wurden noch verschiedene andere ein- 
zellige Griinalgen untersucht. Die Ergebnisse, die in Abb.2 zusammen- 
gefabt sind, bestatigen und ergiinzen die an Chlorella gewonnenen. Eine 
gewisse Variabilitét im Aminosiuregehalt der einzelnen Arten ist sofort 
zu erkennen. Relativ arm an freien Aminosiiuren waren die Scenedesmus- 
Arten und Stichococcus bacillaris. Der Abfall der Werte von der 1. zur 
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‘2. Ernte ist bei den vergleichbaren Serien wiederum ausgepragt, beson- 
ders bei Ankistrodesmus affinis (Spalte [—J1). 


Aminosiéurebildung bei erhéhtem Aneuringehalt 


Werden die Versuchsobjekte in einem Medium kultiviert, welchem, 
wie eingangs beschrieben, Anecurin zugesetzt wurde, so wird das Vitamin 
von den Algen aufgenommen. Die Zellen besitzen dann ein Vielfaches 
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Abb.2. Aminosiuregehalt verschiedener Algenarten bei Kultur in Erdschreiber- oder 
Mineralsalzlé6sungen verschiedener Konzentration und Zusammensetzung 
ihres natiirlichen Aneuringehaltes. Einzelheiten hiertiber werden an ande- 
rer Stelle mitgeteilt werden. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dal diese Erhéhung des. 
Aneurinspiegels auch die Bildung freier Aminosauren beeinfluBt. In 
Abb.3 sind die wesentlichen Ergebnisse fiir Chlorella pyrenotdosa zusam- 
mengefaBt. Die Werte der Vitaminkulturen (schwarze Saulen) sind jeweils 
den entsprechenden Kontrollkulturen ohne Aneurinzusatz (weiBe Saulen) 
gegeniibergestellt. Die Versuche wurden wiederum mit Vollsalzlésungen 
verschiedener Konzentrationen (3/,M, 2/, M,1/,M) und mit Stickstoff- und 
Phosphatmangellésungen angesetzt. Bei allen Aminosduren, mit Aus- 
nahme des Histidins, ergaben sich mehr oder weniger grohe Unterschiede 
zwischen den Vitaminserien und den Kontrollen und zwar in dem Sinne, 
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daB entweder in der 1. oder in der 2. Ernte der Aminosaduregehalt der 
Vitaminserie hdher liegt als bei der Kontrolle. Arginin zeigt dieses Ver- 
halten z.B. in allen mehrfach geernteten Serien bis auf die Phosphat- 
mangelkulturen (Spalte J, I, III, JV), genauso Methionin, in allen Voll- 
salzlésungen auch Valin, teilweise auch Glutaminséure und Serin 
(Spalte JZ, /7I u. IV). Héhere Werte der Kontrollserien ergaben sich nur 
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Abb.3. Aminosiiuregehalt von Chlorella pyrenoidosa bei Kultur mit erhéhtem Aneuringehalt 
M@ Ancurinserien; [7] Kontrollserien 


vereinzelt, so bei Arginin in den Phosphatmangelkulturen, und ahnlich 
fir Alanin, Asparaginsiure und Glutaminsadure in einzelnen Stickstoff- 
mangelkulturen und fiir Valin in der 2. Ernte in Spalte J u. IJ. 

Im letzten Abschnitt wurde dargelegt, daB hohe Aminosdurewerte fiir 
die jiingeren Kulturstadien charakteristisch sind, in welchem noch Zell- 
teilung und Plasmawachstum stattfinden oder doch noch nicht allzu 
lange abgeschlossen sind. Die Aneurinwirkung li&t sich demnach so auf- 
fassen, daf durch das erhdhte Angebot an Vitamin B, dieses erste Ent- 
wicklungsstadium verlingert und vielleicht auch intensiviert wird. Je 
nach den Kulturbedingungen und der Intensitét und Dauer dieser Aneu- 
rinwirkung ergeben sich demnach bei der 1. oder bei der 2. Probeent- 
nahme die héheren Werte in den Aneurinserien, deren Vorsprung im 
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Laufe der Entwicklung dann offenbar wieder abklingt und vielleicht in 
manchen Fallen, besonders in Mangelkulturen, sogar etwas ins Gegenteil 
umschlagen kann. 

Auch hier wurden verschiedene andere Algen in die Untersuchung mit 
einbezogen. Wie die Zusammenstellung in Abb.4 zeigt, entspricht das 
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Abb.4. Aminosiuregehalt verschiedener Griinalgen bei Kultur mit erhdhtem Aneuringehalt. 
ag Ancurinserien; [_] Kontrollserien 


Verhalten von Stichococcus bacillaris sehr gut dem von Chlorella pyrenot- 
dosa. Bei Ankistrodesmus affinis, Hormidium und Scenedesmus acumina- 
tus lieB sich die Aneurinwirkung nur in einigen Fallen feststellen, meist 
gaben Kontroll- und Vitaminserien die gleichen Werte. Als auffallend 
arm an Aminosauren erwiesen sich wieder die beiden Scenedesmus-Arten, 
wobei Scenedesmus quadricauda im Gegensatz zu allen anderen gepriiften 
Objekten in den Aneurinserien stets die kleineren Aminosaéurewerte 
zeigte (Spalte V) und bei dieser Alge mehrere Aminosduren iiber- 
haupt nur in den Kontrollen nachgewiesen werden konnten. Die gleich- 
artige Reaktionsweise von Chlorella und Stichococcus ist bei der Zucker- 
bildung noch auffallender und wird dort (Seite 290) noch eingehender 


behandelt. 
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II. Zucker 


Die in den untersuchten Algen gefundenen Zucker sind in Tab.2 
zusammengestellt. Quantitative Unterschiede ihres Vorkommens sind in 
dieser Ubersicht noch nicht beriicksichtigt. 

Von den insgesamt nachgewiesenen 10 reduzierenden und 6 nicht 
reduzierenden Zuckern wurden fiir die folgenden Versuche nur die 7 


Tabelle 2. Ubersicht iiber die bei den untersuchten Algen nachgewiesenen Zucker 
(ohne Beriicksichtigung quantitativer Unterschiede, auch spurenweises Vorkommen 
ist vermerkt) 
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Xylose = Tr rts Ss Fe 2 i = = 
2-Methyl- 
xylose ines ie ee i ti fy Wee) te iF + 
Nicht reduzierende Zucker: 
Fructose + + + + + le = ae he 
Saccharose “ + ai. ale an os Ls = 4 
Yu = oP mF = =o 1 = == = 
12 rid es + a Ty gi — = = 
13 i ait — + ae + fom a = 


wichtigsten und in gréBerer Menge vorkommenden ausgewertet. Da es 
sich stets um natiirliche Zucker der (d-) Konfiguration handelt, wurde 
das (d-) im 'Text der Kiirze halber stets weggelassen. 

Den reichsten Bestand an Zuckern zeigten die beiden Chlorella-Arten. 
Bei ihnen wurden simtliche tiberhaupt nachgewiesenen Zucker gefunden, 
bei den tibrigen Arten fehlten stets die einen oder anderen. In erheblichen 
Mengen wurden Galaktose, Glucose, Lactose, Rhamnose, Ribose, Xylose 
und Saccharose nachgewiesen. (Auf diese Zucker beschriinken sich des- 
halb auch, wie oben erwahnt, die weiteren Ausfithrungen.) 
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Die Zucker von Griinalgen sind bislang nur wenig untersucht worden. 
Ausfihrlichere Analysen geben AKaBort u. Fustwara nach MoRIMURA 
u. Tamtya (1954) fiir Chlorella pyrenoidosa. Sie fanden an wasserlés- 
lichen reduzierenden Zuckern: Glucose, Fructose, Xylose, Galaktose, 
Ribose und Triose sowie Saccharose von den nicht reduzierenden Zuk- 
kern. In dieser Arbeit konnte die Triose nicht nachgewiesen werden, 
dagegen zusatzlich noch 9 weitere Zucker. Im Gegensatz zu AKABORI u. 
Fustwara konnte die Fructose hier nur in geringerer Menge nach- 
gewiesen werden, wogegen Glucose, Xylose, Galaktose, Ribose und 
Saccharose mit den hier gefundenen Ergebnissen weitgehend tiberein- 
stimmen. 


Einflup verschiedener Néhrsalzkonzentrationen auf den Zuckergehalt 


Auch hier wurden die Hauptversuche mit Chlorella pyrenoidosa durch- 
gefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb.5 zusammengefaBt. Fast noch deut- 
licher als bei den Aminosdéuren kommt wiederum der mafgebliche EKin- 
flu8 des physiologischen Alters der Zellen zum Ausdruck. Hier jedoch 
weisen umgekehrt die alteren Zellen der 2. Ernten den héheren Gehalt 
auf. Dies ist auch verstindlich, wenn man bedenkt, daB die Zellen der 
1. Ernten Kulturen entnommen wurden, welche am Ende oder kurz nach 
der Phase lebhafter Zellteilung standen und ihre Assimilate weitgehend 
fiir das Wachstum verbraucht hatten. Wenn ganz alte Kulturen 
(3. Ernte), welche gelegentlich noch gepriift wurden, wieder niedrigere 
Zuckerwerte zeigen, so deutet dies darauf hin, daB in den alten und 
reservestoffreichen Zellen der Speicherphase die Kohlenhydrate entweder 
zugunsten des Hauptspeicherstoffes Fett wieder abgenommen haben 
oder zur Bildung von Reservestirke verwendet wurden. 

Besonders groB sind die Ausschlage bei Galaktose, Lactose, Rhamnose, 
Ribose und Xylose, wo die Differenzen teilweise mehr als 100°/, betragen. 
Glucose und Saccharose variierten hingegen nur wenig. In den 3 Voll- 
salzlésungen verschiedener Konzentrationen (Abb. 5, Spalte J, JZ u. IIT) 
wurden im wesentlichen die gleichen Ergebnisse erzielt. Stickstoffmangel 
(Spalte IV,V u. VI) bewirkte je nach seiner Starke ein verschieden 
starkes Abnehmen oder gar Verschwinden der einzelnen Zucker, in noch 
stirkerem MaBe war dies bei Phosphatmangel (Spalte VII u. VIII) zu 
beobachten. Bei den Mangelkulturen wurden nur bei der Serie */.M 
1/. N — also halbem Stickstoffgehalt bei Normalkonzentration der ubrigen 
Salze — mehrere Ernten untersucht. 

Die Ergebnisse entsprechen im wesentlichen denen der Serie mit all- 
gemein auf die Halfte herabgesetzter Nahrsalzkonzentration. 

Auch die Zuckerbestimmungen bei Chlorella pyrenoidosa wurden durch 
entsprechende Analysen von anderen Algen erginzt. Abb.6 zeigt die 
Ergebnisse. Es fallt auf, da8 nur bei Stichococcus bacillaris (Spalte VIT), 
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sowie bei Chlorella die Werte der 2. Ernte tiber denen der Ernte 1 liegen, 
wahrend bei Ankistrodesmus und Hormidiwm teils keine Unterschiede 
festzustellen waren oder in den jiingeren Kulturen etwas hoéhere Werte 
auftraten. Von Scenedesmus liegen leider nur einfache Ernten vor. 

In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Aacu (1952) von 
Bedeutung, der feststellte, daB das Verhaltnis von Fetten und Kohlen- 
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Abb.5. Zuckergehalt von Chlorella pyrenoidosa bei Kultur in Erdschreiber- oder Mineralsalzlésungen 
verschiedener Konzentration und Zusammensetzung 


hydraten in der Algentrockenmasse von Kulturen vergleichbarer Ent- 
wicklungsstadien bei Chlorella mehr zu Gunsten der Fette, bei Scenedes- 
mus und Ankistrodesmus jedoch zugunsten der Kohlenhydrate ver- 
schoben ist. Stichococcus gehért wie Chlorella mehr zum , Fettspeicher- 
typ* und hat dementsprechend hier auch gleich wie Chlorella reagiert. 
Die stirkere Betonung der Kohlenhydrate bei den anderen untersuchten 
Arten kommt bei Ankistrodesmus und Scenedesmus schon durch die 
héheren Absolutwerte der Zuckergehalte zum Ausdruck. 


Der Einflup von erhohtem Aneuringehalt auf die Zuckerbildung 


So wie schon fiir die freien Aminoséuren besprochen, wirkt sich die 
Erhéhung des natiirlichen Aneuringehaltes der Algen auch auf die 
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Bildung léslicher Zucker aus. Dies wurde wiederum an Kulturen von Chlo- 
rella pyrenoidosa untersucht, die Ergebnisse sind in Abb.8 dargestellt. 
Von Interesse sind hier vor allem die 2. Ernten der Vollsalzl6sungen 
(Abb.7, Spalte J—JJJ), in welchen der wesentlich hohere Zuckergehalt 
des Materials der Aneurinkulturen sehr schén zum Ausdruck kommt. 
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Abb.6. Zuckergehalt verschiedener Algenarten bei Kultur in Erdschreiber- oder Mineralsalzlésungen 
verschiedener Konzentration und Zusammensetzung 


Fiir Glucose betragt die Steigerung in Spalte J u. IT bei der 2. Ernte etwa 
100°/,, bei den anderen Zuckern etwa 20—70°/p. 

Der Aminosauregehalt von Chlorella wurde durch die Erhéhung des 
Aneurinspiegels vielfach linger auf hohen Werten gehalten. Es wurde 
dies so gedeutet, da die Kulturen durch den Aneurinzusatz beziiglich 
der Aminosiureproduktion linger in einem physiologisch jungen Ent- 
wicklungsstadium verblieben. Der Zuckergehalt liegt, wie im vorher- 
gehenden Abschnitt gezeigt wurde, bei Chlorella allgemein bei der 
2. Ernte hoher und dieser Anstieg wird durch das zusétzlich gebotene 
Aneurin noch verstarkt oder, wie fiir die Glucose, tiberhaupt erst aus- 
gelost. Es wurde friiher gezeigt (v. Wrrscn 1948b), daB der Vitamin 


292 WILHELM ScHUKERK: 


B,-Gehalt junger Chlorella-Kulturen ziemlich hoch ist und mit zunehmen- 
dem Alter stark abfallt. Hier wurde festgestellt, daB durch den Aneurin- 
zusatz die auch bei unbeeinfluBter Entwicklung auftretende Steigerung 
des Gehaltes an léslichen Zuckern in etwas alteren Kulturen wesentlich 
verstarkt werden kann. Die maBgebliche Rolle des Aneurins im Kohlen- 
hydratstoffwechsel kommt hierbei klar zum Ausdruck. 
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Abb.7. Zuckergehalt von Chlorella pyrenoidosa bei Kultur mit erhéhtemAneuringehalt. 
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Auch zu den Zuckerbestimmungen wurden erginzende Untersuchungen 
an weiteren Arten durchgefiihrt. Sie sind in Abb.8 wiedergegeben. Die 
steigende Wirkung des Aneurinzusatzes ist wiederum an vielen Stellen 
sehr deutlich, so bei Ankistrodesmus affinis fiir Glucose und Lactose, bei 
Ankistrodesmus spec. Gottingen fiir Galaktose, bei Hormidium fiir Glucose, 
Ribose, Xylose und Saccharose und bei Scenedesmus fiir Galaktose. Fast 
unbeeinfluBt blieb hier Stichococcus, gegensinnige Reaktion zeigte in der 
hier wesentlichen 2. Ernte nur Ankistrodesmus spec. ftir Glucose. 

Von Interesse im Zusammenhang mit den bei Chlorella erorterten 
Befunden erscheint, daB hier bei Ankistrodesmus affinis und Ankistro- 
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desmus spec. Gottingen der in den Kontrollserien auftretende Abfall der 
Werte von der 1. und 2. Ernte durch den Aneurinzusatz in einen Anstieg 
verwandelt wurde. 
Diskussion 
Wie bereits erwahnt, ist die vorliegende Arbeit im Rahmen von Unter- 
suchungen durchgefiihrt worden, die den Hinflu8 des Aneurins auf das 
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Zellgeschehen zum Gegenstand haben. Es hatte sich unter anderem 
gezeigt, daB Kulturen von Chlorella und anderen Griinalgen durch Zusatz 
yon Aneurin zur Nahrlésung in ihrem Wachstum und in ihrer Massen- 
produktion beeinfluft werden. 

In diesen Zusammenhang fiigen sich auch die Ergebnisse der vorliegen- 
den Untersuchung gut ein. Im einzelnen ist bei den betreffenden Abschnit- 
ten bereits darauf hingewiesen worden. Zuasammenfassend lassen sich die 
Versuchsergebnisse unter dem Gesichtspunkte verstehen, da durch die 
kiinstliche Erhohung des Aneuringehaltes der Zellen die Kulturen linger 
in einem physiologisch jungen Zustande verbleiben. Es ist bekannt, daf 
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junge Chlorella-Kulturen, in welchen noch lebhafte Zellvermehrung 
herrscht, relativ reich an Vitamin B, sind und da8 andererseits nach 
Erschépfung des vorhandenen Stickstoffvorrates das Stadium der 
Reservestoffspeicherung eintritt (v. WirscH 1948a u. b, Aacn 1952). 
Solche ,,physiologisch alte“ Kulturen haben einen viel geringeren 
Aneuringehalt, der natiirliche Vitaminspiegel stellt sich sehr schnell 
auf diese Gegebenheiten ein (v. WirscH 1946). 

Der Befund, daB in den mit Aneurin angereicherten Kulturen der 
Gehalt an léslichen Aminosiuren zum Teil ganz wesentlich erhéht ist, 
zeigt nun, da’ umgekehrt durch eine kiinstliche Erhéhung des Aneurin- 
gehaltes der Zellen das Jugendstadium der Kulturen mit vorherrschendem 
Plasmawachstum und EiweiBaufbau verlingert und geférdert wird. In 
charakteristischer Weise ist diese Aneurinwirkung besonders in den 
fritheren Ernten der besprochenen Versuche ausgepragt. Der Abfall des 
Aminosauregehaltes mit steigendem Alter der Kulturen wird mehr oder 
weniger verlangsamt. 

Die Zucker andererseits spielen im Betriebsstoffwechsel und bei der 
Reservestoffbildung eine groBe Rolle. In Ubereinstimmung damit zeigte 
sich die fordernde Wirkung erhéhten Aneuringehaltes besonders in den 
spateren Ernten, deren Zellen bereits zur Reservestoftspeicherung iiber- 
gegangen waren und die Zellteilungsphase langst abgeschlossen hatten. 

Auch feinere, artspezifische Unterschiede, wie Zugehérigkeit einzelner 
Arten zum ,,Fettspeichertyp“ (AacH 1952), oder zu den mehr Kohlen- 
hydrate und Eiwei8 bildenden Formen, spiegeln sich in der Reaktion auf 
den Aneurinzusatz wider, wie bereits 8. 290 niher ausgeftihrt wurde. 


Zusammenfassung 


In Massenkulturen von Chlorella pyrenoidosa und mehreren anderen 
Griinalgen wurde in verschiedenen Entwicklungsstadien der Gehalt an 
léslichen Aminosiuren und Zuckern bestimmt und der Einflu8 eines 
kiinstlich erhédhten Aneuringehaltes auf diese beiden Komponenten 
untersucht. 

Sowohl die Zusammensetzung der Nahrlésung als auch der Aneurin- 
zusatz hat KinfluB auf den Aminosiure- und Zuckergehalt der gebildeten 
Algenmasse. 

In den ,,Aneurinkulturen“ ist eine fiir die einzelnen Algenarten, 
Kulturbedingungen und Entwicklungsstadien charakteristische Erho- 
hung des Aminosiure- und Zuckergehaltes zu beobachten. 

Die Ergebnisse werden unter dem Gesichtspunkt einer Beeinflussung 
des ,,physiologischen Alters‘‘ der Kulturen durch die Erhéhung des 
Aneurinspiegels in den Zellen diskutiert. 


Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Fakultat fiir Land- 
wirtschaft und Gartenbau der Technischen Hochschule Miinchen durchgefiihrt. Fiir 
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die Uberlassung des Themas, wie fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir ihre 

stete Férderung méchte ich Herrn Prof. Dr. H. v. Wrtscx aufrichtig danken. 
Durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft wurde die 

Arbeit wesentlich unterstiitzt, wofiir auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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A large number of fungi are now known which possess the capacity to 
convert sugar into fat. Among these are several Penicillia, Aspergilli, 
Fusaria (c.f. WoopBINE and co-workers 1951), and yeasts. Many factors 
were discovered which markedly affect their growth and fat synthesis. 
One of these factors was the addition of vitamins to the culture media. 
Thus, Oprntsova (1940) reported that thiamin promoted growth of 
Torula utilis. WoosTER and CHELDELIN (1945) reported a stimulatory 
effect of many vitamins on growth of Penicillium digitatum. That vita- 
mins may play a role in synthesis of fat by fat-forming fungi has also been 
arrived at by some investigators such as WoopBINE (1951) and Nacurp 
(1958, 1959a, and 1959b). The study of such fungi seems therefore to be 
worthy of closer attention as far as growth and metabolism are con- 
cerned. 

Norp and co-workers (1949) using riboflavin and nicotinic acid found 
that these two vitamins are capable of taking part in the mechanism of 
enzyme action operating in the formation of unsaturated fat. Nacurs 
(1958) has also found that riboflavin and nicotinic acid affected the 
process of fat formation by Penicillium lilacinum specially towards the 
degree of unsaturation of the fat formed. 

It was therefore thought interesting to extend the study on growth 
and metabolism of Penicillium lilacinum as a fat-forming mould in a 
sugar-salts medium favorable for fat formation with or without the 
addition of riboflavin or nicotinic acid. In the work on this fungus refer- 
red to above by the present author (1958), the vitamin was added to 
already formed mats and analyses were carried out at the end of the 
incubation period. In the present study, however, the vitamin was added 
to the original culture media, and the synthesis of nitrogenous com- 
pounds, carbohydrates and fats in the mycelial mats were followed 
throughout the incubation period. 
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I. Materials and Methods 


1. The organism. The strain of Penicilliwm lilacinum Thom. used in the present 
work was obtained from the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, 
Holland. Subcultures were maintained on Dox’s agar slopes and were made every 
two weeks. 

2.Composition of media, inoculation and incubation. The basal 
medium used consisted of (°/,w/v): Sucrose 17; NaNO, 0.64; Na,HPO,:2 H,0 0.73; 
K,SO, 0.011; MgSO, - 7 H,O 0.50; ZnSO,-7 H,O 0.005; FeCl, - 6 H,O 0.016. The 
medium was made up to volume with distilled water and the py was adjusted to 6.8. 
It was then distributed into 100 ml conical flasks receiving each 25 ml of medium. The 
culture flasks were then plugged and sterilised at 10 lb for 15 minutes. After cooling, 
the vitamin solution was added aseptically and cautiously. Two vitamins were used 
separately, namely, riboflavin and nicotinic acid. The vitamin solution was added 
at 5 mg/l. Three sets of flasks were thus prepared, one set was supplied with ribo- 
flavin, one with nicotinic acid, and the third set was left without an external supply 
of vitamin. The flasks were then inoculated with a spore suspension prepared from 
15 day-old slant cultures. The culture flasks were incubated at 25°C. After 6, 9, 
12, 15 and 18 days, quintuplicate sets of flasks were withdrawn and the mycelial 
mats were separated by dry filtration. The mats were further analysed for their 
total nitrogen, total carbohydrates and fat contents, while the filtrates were 
analysed for their sugar and nitrogen contents. 

3. Methods of analysis. Estimation of sugar in the culture media was carried 
out by a modified Schaffer-Hartmann’s method as given by Sarp and Nacurs 
(1955). Estimation of total carbohydrate content in the mycelial mats was per- 
formed on an aliquot sample of the powdered mycelium after strong acid hydro- 
lysis. 

The total nitrogen in the culture media and in the mycelial mats was estimated 
by a micro-Kjeldahl method as described by Nacurs and WALKER (1958). 

Estimation of fat in the mycelial mats was done according to the method descri- 
bed by Woopsrnz and co-workers (1951). 


II. Experimental Results 


1. Sugar absorption. It can be noted from Fig. 1, that absorption 
of sugar from the different media proceeded quite readily. Both ribo- 
flavin and nicotinic acid enhanced sugar absorption but nicotinic acid 
was apparently more effective than was riboflavin. However, complete 
exhaustion of the sugar in the different media occurred within 15 days. 

2. Total nitrogen content in the media and in the mycelial 
mats. The total nitrogen content of the culture media (Fig. 2), dropped 
quite steeply in the first 9 days of incubation. Later, nitrogen uptake 
almost stopped and even the nitrogen content slightly rose again deno- 
ting that nitrogenous compounds started to escape from the mycelial 
cells into the external media. The presence of nicotinic acid first slightly 
accelerated nitrogen uptake and later caused an earlier and more rapid 
release of nitrogen into the external media. Riboflavin apparently had 
no appreciable effect on nitrogen absorption. 

The trend in the nitrogen content of the culture media was reflected in 
the total nitrogen content of the mycelial mats. The latter showed a 
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continuous and rapid accumulation of nitrogen during the first nine days 
of incubation. The accumulation of nitrogen was slightly enhanced in the 
presence of nicotinic acid. In the later period of incubation, nicotinic acid 
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Fig.1. Sugar content of the basal medium 
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Fig.2. Change in the total nitrogen content of the 
media and of the mycelial mats grown without 
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nicotinic acid (— -—) during the incubation period 
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Fig.4. Change in the fat content of the mycelial 

mats grown on the basal medium alone ( ), 

with riboflavin (- ——), or with nicotinic acid 
(—-+—) during the incubation period 


caused an earlier and more rapid drop in the nitrogen content of the 
mycelial mats. Addition of riboflavin again did not show any marked 
influence on the nitrogen content of the mycelial mats. 
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The release of nitrogen from the mycelial cells into the external media 
is not uncommon among fungi. It has been reported with Penicillawm 
notatum (HockENHULL 1946), Scopulariopsis brevicaulis (Morton and 
BROADBENT 1955), Ophiostoma mutiannulatum (v. HorstEn 1956) and 
Aspergillus nidulans (NaGuIB 1959c). 

3. The total carbohydrate content of the mycelial mats. 
Fig.3 shows that the total carbohydrate content of the mycelial mats 
increased gradually with time until 
15 days old. Slight differences due to 
the presence of either vitamin used 
could be noted in the earlier days of 
incubation, but later both riboflavin 
and nicotinic acid affected higher 
accumulation of total carbohydrates in 
the mycelial mats. 

4. Fat content of the mycelial 
mats. It can be easily seen from Fig.4, 
that the fat content of the mycelial 
mats increased gradually as growth 
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1958), the rate of fat formation was raised by 1 mg/l of vitamin but 
not by 2.5 mg/l. It has been also reported that Fusarvwm lycopersict 
gave higher fat yields when an external supply of riboflavin or nicotinic 
acid was added to the culture media (NoRD and co-workers 1949). 

5. The dry weight of the mycelial mats. As can be noted from 
Fig.5, the rate of growth as represented by the dry weight increase was 
relatively accelerated, during the logarithmic period in the presence of 


either riboflavin or nicotinic acid. Nevertheless, the 


maximum dry 


weight which was reached on the 15th day was not appreciably influenced 
by either vitamin. However, Norp and co-workers (1949) found that 
riboflavin and nicotinic acid caused increase in mycelial weights of a 
pigmented strain of Fusarium lycopersici (pigmented Flyco), but could 
not do so with Fusarium lini (Flb). It may be also recalled here that 
Prrerson and Peterson (1945) mentioned riboflavin among the vitamins 
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that exerted growth promoting effects on the growth of Rhizobium 
in culture. SNELL and co-workers (1938) have also reported that nico- 
tinic acid stimulated growth and acid production by some lactic acid 
bacteria. 

III. Discussion 

The use of a high-sugar medium with the aim to favour fat formation 
in the mycelial mats caused rapid sugar uptake and consequently rapid 
building up of cellular material. When the culture media were completely 
depleted of their sugar content, the dry weights of the mycelial mats 
started to decline. Both riboflavin and nicotinic acid slightly accelerated 
the rate of sugar absorption and also the rate of growth during the early 
growth period. After 15 days, when the sugar supply was completely 
exhausted in all the culture media, the dry weights of the differently 
treated mycelial mats were not much different. 

It was also noted that a high nitrogen uptake participated in the rapid 
rate of growth and was slightly accelerated in the presence of nicotinic 
acid. However, the total nitrogen content of the mycelial mat on matu- 
rity was not much affected. It may be assumed then that the presence of 
nicotinic acid in the culture media may have increased the permeability 
of the mycelial cells towards higher absorption of sugar and of nitrogen 
from the external media. This eventually led to a higher rate of building 
up of cellular material. 

It is also interesting to note that nitrogenous compounds started to 
escape from the mycelial cells into the external media. The escape 
occurred quite earlier and at a higher rate in the presence of nicotinic 
acid, This may support the above assumption that the presence of nico- 
tinic acid may have increased the cell permeability; some of the absorbed 
sugar and nitrogen were involved in the formation of some complicated 
nitrogenous compounds that were later excreted at a higher rate in the 
presence of nicotinic acid. 

The results presented in Fig.1 and 2 in the present investigation also 
show that the release of nitrogenous compounds from the mycelial cells. 
occurred before the complete exhaustion of the sugar supply in the 
culture media, and while the process of building up was still proceeding 
actively (Fig.5). A similar observation has been noted before with Asper- 
gillus nidulans (NaaurB 1959c) and it was deduced therein that the 
metabolic processes involved in the production and excretion of these 
nitrogenous substances are not purely autolytic in nature. Foaa (1953) 
has obtained greater amounts of extracellular organic substances in young 
cultures of Anabaena cylindrica. It seems therefore, that the physiolo- 
gical significance of releasing nitrogenous compounds from the mycelial 
cells into the external culture media before senescence is worthy of 
further investigation. 
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It may also be pointed out that, by the 9th day of incubation, when 
nitrogen absorption almost stopped, the increase in the dry weight of the 
mycelial mats continued on the expense of the sugar uptake which was 
still proceeding. This eventually resulted in an increase in the carbo- 
hydrate and fat components of the mycelial mats as can be clearly seen 
from Fig.3 and 4, and not in their nitrogen content. The accumulation of 
carbohydrates and the synthesis of fat were both accelerated by ribo- 
flavin or nicotinic acid. 

Moreover, on comparing Fig.2 and 4, it is interesting to realise that 
there is an inverse relationship between the processes involved in the 
building up of complicated nitrogenous compounds and those involved 
in fat synthesis. In the early period of growth, there was rapid accumula- 
tion of nitrogenous compounds but slow fat synthesis. During the period 
from 9th to 15th day of incubation, fat synthesis proceeded very actively, 
while the nitrogen content of the mycelial mats was either hardly chan- 
ging or decreasing. The inverse relationship may be explained by assu- 
ming that the high C:N ratio which was used in the growth media, has 
favoured fat formation as soon as nitrogen absorption started to decline. 
This has been dealt with in some detail in a previous communication by 
Nacurp and Waker (1958). Other investigators such as RaaF (1941), 
Enrso and co-workers (1946), BERNHAUER and Ravon (1948), and 
Nacurte (1959) reported an inverse relationship between fat and protein 
syntheses in other fat-forming organisms. These authors have also shown 
that this relation is governed by some factors the most effective being the 
C:N ratio in the growth media. The present investigation however, shows 
that this phenomenon is persistent in the presence of riboflavin or nico- 
tinic acid in the culture media. 

Finally, it may be concluded that riboflavin and nicotinic acid were 
possibly incorporated in the enzymatic systems implicated in carbo- 
hydrate and fat metabolism of Penicillium lilacinum but are of no appa- 
rent effect on the nitrogen metabolism. 


Summary 


Growth and metabolism of Penicillium lilacinum were followed over a 
period of incubation of 18 days on a high sugar-salts medium favourable 
for fat formation with or without the addition of riboflavin or nicotinic 
acid to the growth medium. The high sugar content in the culture media 
helped rapid uptake and vigorous growth. Nicotinic acid and to a less 
extent riboflavin, enhanced sugar and nitrogen absorption and the rate 
of building up of cellular material in consequence. Nitrogenous com- 
pounds have been released from the mycelial cells into the external 
media before growth started to decline ; the release being earlier and more 
rapid in the presence of nicotinic acid. It is suggested that the release of 
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nitrogenous compounds in this case is not purely due to autolysis, and 
that nicotinic acid affected this process by increasing cell permeability. 
Both riboflavin and nicotinic acid accelerated the accumulation of car- 
bohydrates and fat in the mycelium. Fat formation became active only 
when the nitrogen content of the culture media dropped to a very low 
value and the building of nitrogenous compounds almost stopped. The 
inverse relationship between synthesis of fat and of complicated nitro- 
genous compounds was quite clear under the present experimental condi- 
tions and was not affected by either riboflavin or nicotinic acid. 
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Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir Allgemeine Botanik 
und Botanischer Garten, Hamburg 


Untersuchungen iiber die bakterielle Schwefeloxydation 
in der Elbe 


Von 
BERNHARD MUTZE und Horst ENGEL 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 1. Dezember 1959) 


Uber bakterielle Schwefeloxydation in flieBenden Gewassern ist bisher 
nur wenig bekannt. Da alljahrlich groBe Mengen oxydierbarer Schwefel- 
verbindungen wie vor allem H,S mit den Abwassern in die Flisse gelan- 
gen, ist anzunehmen, dai sie dort eine betrachtliche Rolle spielt. Im 
Rahmen der von der Wasser- und Schiffahrtsdirektion Hamburg seit 
Jahren geférderten mikrobiologischen Untersuchung der Elbe (siehe 
RHEINHEIMER 1960) ist auch das Schwefeloxydationsvermégen des Elb- 
wassers naher gepriift worden. Uber das bisherige Ergebnis dieser Unter- 
suchungen soll im folgenden berichtet werden. 


Methodik 


Seit Mai 1958 wurden aus dem in der Bundesrepublik liegenden Teil der Elbe 
zwischen km 474,5 (Schnackenburg) und km 704 (Cuxhaven) vom Schiff aus regel- 
mafig an bestimmten MeSpunkten Wasserproben entnommen (siehe RHEINHEIMER 
1960). Die Fahrten waren so eingerichtet, daB das Tidegebiet (von km 570 an 
elbabwarts) stets bei ablaufendem Wasser erreicht und durchfahren wurde. 

Die Proben wurden mit sterilen Flaschen unter Zuhilfenahme eines Probe- 
nehmers durch mehrmaliges Eintauchen in etwa 1m Tiefe geschopft. Sie standen 
sodann bis zum Ende der Fahrt (8—10 Std) bei + 8°C im Kihlschrank des Schiffes, 
wurden sodann auf schnellstem Wege zum Institut geschafft und dort sofort nach 
Ankunft untersucht. Vorversuche hatten gezeigt, daB sich durch diese Art des 
Transportes das Oxydationsvermogen der Wasserproben nicht wesentlich andert. 
Wurden dagegen die Proben 48 Std bei 20—25°C gelagert, sank es bis auf 10—15°/, 
des Urspriinglichen ab. 

Nach kraftigem Schiitteln wurden 50 ml der Probe und 5ml der folgenden 
sterilen Nahrlésung in sterile 300 ml fassende Erlenmeyerkolben gegeben: 22 g 
Na,8,0,°5H,0; 11g KNO,;;5 gK,HPO,;10gNaHCO,; 1000m] Leitungswasser ; px8,0. 

‘Als Schwefelverbindung wurde Na-Thiosulfat gewahlt, da es von allen Schwefel- 
bakterien oxydiert wird, sich leicht dosieren und quantitativ leicht bestimmen laBt. 

Die Bebriitung erfolgte bei 25°C. Vorversuche hatten ergeben, da bei den Proben 
von oberhalb Hamburg die Hialfte des vorgelegten Thiosulfats durchschnittlich 
nach 48 Std verbraucht ist. Die Versuchsdauer wurde daher auf diese Zeit fest- 
gesetzt, und das bis dahin noch nicht verbrauchte Thiosulfat jodometrisch ermittelt. 
Nur bei den Proben von unterhalb Hamburg (ab km 642) muBte die Versuchsdauer 
auf 6 Tage ausgedehnt werden, da hier das Oxydationsvermégen der Wasserproben 
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sehr gering ist. Zur Vermeidung von Mifverstaéndnissen sei darauf hingewiesen, da} 
durch unsere Methode nicht die Intensitét der Schwefeloxydation drauBen im 
Strom angezeigt wird. Sie liefert lediglich ein relatives Ma8 fiir die Anzahl der dort 
vorhandenen, zur Schwefeloxydation befaihigten Mikroben. 


Ergebnisse 
Die Thiosulfatoxydation, ein biologischer Vorgang 


Schon die Vorversuche hatten gezeigt, da in den Elbwasserproben 
eine lebhafte Oxydation des zugefiigten Thiosulfats stattfindet. Die 
biologische Natur dieses Vorganges gab sich in folgendem zu erkennen: 
In den Erlenmeyerkolben entwickelte sich waihrend der Oxydation auf 
der Nahrlosung eine Kahmhaut, die aus Massen verklebter Kurzstabchen 
bestand. In der Lésung waren die gleichen Staébchen in schneller Bewe- 
gung begriffen. Wurden dagegen die Versuchsansitze sogleich nach 
Zugabe des Elbwassers sterilisiert, war kein Thiosulfatverbrauch fest- 
stellbar. Auch traten dann keine Kurzstibchen auf. Die Oxydation des 
Thiosulfats unter den gewihlten Versuchsbedingungen ist somit ein 
biologischer Vorgang, der dem mikroskopischen Aussehen der auf- 
kommenden Bakterien gemaB vornehmlich von Thiobacillen durch- 
gefiihrt wird. 


Die Thiosulfatoxydation auf dem Lingsprofil 
Mittelt man die fiir jeden Probenahmeort erhaltenen Werte des Thio- 
sulfatverbrauchs, so ergibt sich das folgende Bild des Oxydationsvermégens 


& 


A 


fa 
x 


Us 


8 


S 


x10°mg Na-7hyos. 
RS 


S 


Qo 


y 


x10°mg Na-7hiosulfay/\ 


475 500 525 550 STS 600 KM 625 f 650 675 km 700 
Abb. 1 Abb. 2 


Abb.1. Thiosulfatverbrauch auf dem Liingsprofil von Schnackenburg (km 474,5) bis Hamburg 
(km 623); Versuchsdauer 2 Tage 


Abb.2. Thiosulfatverbrauch auf dem Liingsprofil von Wedel (km 642) bis Brunsbiittel (km 698); 
Versuchsdauer 6 Tage 


der Elbe (Abb. 1): Dem hohen Verbrauch bei Schnackenburg (km 474,5) 
und Damnatz (km 510) folgt nach dauerndem Absinken kurz vor Ham- 
burg bei Bunthaus (km 610) ein Minimum. Im Gebiet des Hamburger 
Hafens steigt sodann der Thiosulfatverbrauch stark an, um weiter 
elbabwarts wieder abzuklingen. 
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Unterhalb von Stadersand (km 654) konnte innerhalb von 48 Std fast 
keine Thiosulfatoxydation nachgewiesen werden. Wie schon erwahnt, 
wurden deshalb alle Proben von unterhalb Wedel (km 642) auBer nach 
48 Std auch nach 6 Tagen titriert. Abb.2 zeigt die Mittelwerte dreier 
Fahrten in diesem Gebiet. Die stromabwarts gerichtete fallende Tendenz 
des Thiosulfatverbrauchs ist auch hier gut sichtbar. 

Das relativ hohe Schwefeloxydationsvermégen der Elbe bei ihrem 
Eintritt in die Bundesrepublik (Schnackenburg) diirfte auf die Abwasser 
von Wittenberge zuriickzufiihren sein. Auf dem Weg von dort bis Ham- 
burg, fiir den das Wasser etwa 3 Wochen braucht, verschwindet dann 
ein groBer Teil der S-oxydierenden Bakterien, sei es, da sie absterben, 
sei es durch bakterienfressende Organismen oder durch Sedimentation. 
Jedenfalls konnen die Verluste durch Neuzufuhr von Bakterien aus den 
Abwassern in diesem Gebiet oder durch Vermehrung im Strom nicht 
mehr ausgeglichen werden. 

Der besonders starke Abfall der Kurve zwischen km 580 und 610 ist 
vielleicht auf Tideeinwirkungen zuriickzufiihren. Durch die periodischen 
Stauungen des Wassers kommt es auf dieser Stromstrecke woméglich zu 
einer starkeren Sedimentation der Schwebestoffe und damit auch der 
daran haftenden Bakterien. 

Der erneute starke Anstieg des Thiosulfatverbrauchs im Gebiet des 
Hamburger Hafens ist die Folge der Einschwemmung neuer Bakterien- 
massen mit den Abwassern der Stadt. Die dann unterhalb Hamburgs 
einsetzende und rasch zunehmende Abschwachung ist vermutlich wie- 
derum auf Sedimentation der Bakterien zuriickzufiihren, jetzt aber durch 
steigenden BrackwassereinfluB. Das Oxydationsvermogen der Elbe fir 
Thiosulfat zeigt somit auf dem gesamten Langsprofil einen Verlauf, der 
dem von RHEINHEIMER (1960) fiir die Gesamtkeim- und Coli-Zahlen 
ermittelten weitgehend ahnelt. 


Jahreszeitlicher Verlauf der Thiosulfatoxydation 
und Wasserabflup 


In Abb.3 ist die Thiosulfatverbrauchskurve des ganzen Untersuchungs- 
zeitraumes von Juni 1958 bis September 1959 dargestellt. Es fehlt 
lediglich das Ergebnis vom Mai 1959. Der Kurve liegen die bei km 550 
beobachteten Werte zugrunde. Diese etwa in der Mitte zwischen Schnak- 
kenburg und Hamburg liegende Probestelle wurde gewahlt, da sie einen 
Vergleich mit dem Abflu8 gestattet, der in der Nahe (bei Neudarchau) 
taglich gemessen wird. 

Wie man sieht, nimmt der Jahresgang 1958 der Schwefeloxydation 
einen sehr unregelmaBigen Verlauf. Perioden starken Thiosulfatver- 
brauchs im Juni und August/September wechseln mit Zeitabschnitten 


relativ niedrigen Oxydationsvermégens im Juli und Oktober/November 
21.8 
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ab. Im Jahre 1959 waren die Schwankungen bisher bedeutend schwacher. 
Der Vergleich der Oxydations- mit der AbfluBkurve 1éBt deutlich ein 
umgekehrtes Verhalten beider erkennen. Zeiten hoher Wasserfiihrung 
(Juli und Oktober 1958) fallen mit Zeiten niedrigen Thiosulfatverbrauchs 
zusammen und umgekehrt. Selbst kleine Schwankungen des Wasser- 
abflusses spiegeln sich in der Oxydationskurve wider. Offenbar wird die 
Populationsdichte der schwefeloxydierenden Bakterien in der Elbe durch 
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Abb.3. Jahresgang des Thiosulfatverbrauchs bei km 550 und AbfluB bei Neudarchau 


die wechselnden Wassermengen beeinflu8t. Insbesondere scheinen Hoch- 
wasserwellen, wie sie im Juli und Oktober auftraten, zu einer starken 
Verdiinnung der Schwefeloxydanten zu fiihren. Man kann daraus schlie- 
Ben, daB die in den FluB verfrachteten Schlamm- und Treibselmassen 
kaum schwefeloxydierende Bakterien mit sich fiihren. Diese verhalten 
sich damit anders als die Gesamtkeime und auch die nitrifizierenden 
Bakterien, die bei aufkommendem Hochwasser eine starke Zunahme 
zeigen (RHEINHEIMER 1960). 

AuBerdem fallt auf, da& der Thiosulfatverbrauch in den Winter- 
monaten relativ hohe Werte behalt. Bei der niedrigen Wassertemperatur 
des Winters sind die Bakterien jedoch vollig inaktiv. Das ging aus 
folgendem Versuch hervor: Im Juli 1958 (Wassertemperatur 19°C) sowie 
im Januar 1959 (Wassertemperatur 0,8°C) wurden Wasserproben aus 
dem Hamburger Hafengebiet genommen und gepriift, wie schnell die 
Thiosulfatoxydation bei 4, 15 und 25°C verlauft. Es zeigte sich, daB bei 
4°C keinerlei Oxydation stattfindet, gleichgiiltig, ob die Wasserproben 
im Winter oder Sommer entnommen waren und ob die Versuchsdauer 
2, 4 oder 12 Tage dauerte. Bei 25°C hingegen war stets ein hoher Thio- 
sulfatverbrauch feststellbar. Eine Temperaturanpassung der thiosulfat- 


Untersuchungen iiber die bakterielle Schwefeloxydation in der Elbe 307 


oxydierenden Bakterien in der Elbe wahrend der kalten Jahreszeit liegt 
somit nicht vor. Auch das weist auf ihre Herkunft aus den Abwassern 
hin. Sie werden im Winter in der Elbe durch die niedrige Wassertem- 
peratur bis zu einem gewissen Grade konserviert und am Leben erhalten. 


Nachweis und Isolierung der Thiobacillen 


Wie schon erwahnt, deutete das mikroskopische Bild der in den Ver- 
suchskolben aufkommenden Bakterien deutlich auf Thiobacillen hin. 
Endgiiltige GewiBheit lieferten die folgenden Beobachtungen und Ver- 
suche, auf die hier nur kurz eingegangen sei. 

So zeigte sich, da die Thiosulfatoxydation in den Elbwasserproben 
stets schnell verlief. Zwar vergingen zunachst etwa 40 Std ohne erkenn- 
baren Thiosulfatverbrauch. In den niachsten 7—10 Std verschwand 
sodann mehr als 3/, des vorgelegten Thiosulfats, und der pq-Wert der 
Nahrlosung fiel wahrenddessen merklich ab. Eine derartige schnelle 
S-Oxydation ist nur von den Thiobacillen bekannt. 

Ferner waren nach etwa 48 Std in der Kulturfliissigkeit zwischen den 
Kurzstabchen zahlreiche, mikroskopisch kleine Trépfchen von elemen- 
tarem Schwefel erkennbar. Diese extracellulare Bildung von Schwefel 
wahrend der Oxydation von Thiosulfat ist charakteristisch fiir die meisten 
Thiobacillen. Der Schwefel ist hier ein Intermediarprodukt, das weiter 
zu H,SO, oxydiert wird. Das zeigte sich, wenn dem Elbwasser anstelle 
von Thiosulfat elementarer Schwefel zugesetzt wurde. Dieser wurde 
oxydiert, wobei der py-Wert der Nahrlésung nach 36 Tagen auf 1,0 und 
darunter absank. Auch jetzt entwickelten sich groBe Mengen von zum 
Teil schnell beweglichen Kurzstabchen. Hine derartig starke Ansauerung 
der Nahrlosung ist nur von Thiobacillus thiooxidans bekannt. 

Mit Hilfe von Thiosulfatagarplatten, die nach der Vorschrift von 
BAALSRUD (1952) hergestellt worden waren, gelang es, aus diesen Ver- 
suchsansatzen Reinkulturen von Thiobacillus thiooxidans herzustellen. 
Damit war gezeigt, daB dieser Organismus in der Elbe vorkommt. 

Wurden die Versuche mit Thiosulfat-Nitratnahrlésung (BAALSRUD 
1952) anaerob in hoher Schicht angesetzt, war das Nitrat nach etwa 
14 Tagen verschwunden. Zwischendurch traten Nitrit, elementarer 
Schwefel und Gas auf. Die Priifung des Gases zeigte, daB es sich in der 
Hauptsache um elementaren Stickstoff handelte. Wieder entwickelten 
sich in der Kulturlésung massenhaft bewegliche Kurzstabchen von der 
GréBe und Form der Thiobacillen. Es kam nur Thiobacillus denitrificans 
in Frage, denn nur dieser ist in der Lage, unter den gewahlten Bedingun- 
gen Thiosulfat mit Hilfe von Nitrat zu oxydieren. 

Die so erhaltene Rohkultur wurde in der Thiosulfat-Nitratnahrlosung 
nach VISHNIAC u. SANTER (1957) weiter angereichert, in der sie wesentlich 
besser wuchs. Nach mehrfacher Ausspatelung auf einem entsprechenden 
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Agar und unter Benutzung von Anaerobentopfen nach ZEISLER 
gelang es schlieBlich, eine Reinkultur zu erhalten, die als Thiobacillus 
denitrificans identifiziert wurde. Damit war auch das Vorkommen 
dieses Organismus in der Elbe bewiesen. 


Endlich konnten aus den Elbwasserproben noch zwei weitere Rein- 
kulturen thiosulfatoxydierender Bakterien — gramnegative Kurzstab- 
chen — gewonnen werden, deren Identifizierung aber nicht versucht 
wurde. Jedenfalls haben diese Beobachtungen gezeigt, daB es in der Elbe 
eine ganze Anzabl thiosulfatverbrauchender Bakterien gibt, unter denen 
die Thiobacillen allem Anschein nach eine betrachtliche Rolle spielen. 


SchluBbetrachtungen 


Wie stark der quantitative Anteil der Thiobacillen an der Gesamt- 
keimzahl in der Elbe ist, 14Bt sich aus den bisherigen Ergebnissen nicht 
entnehmen. Dazu hatten Auszéhlungen, etwa auf Thiosulfatagarplatten, 
vorgenommen werden miissen. Ebenso kénnen wir noch nicht sagen, ob 
sich auch andere Mikroorganismen an der Schwefeloxydation drauBen 
im Strom beteiligen. Das ist sehr wahrscheinlich, da noch zahlreiche 
weitere Bakterien, ferner Pilze, Cyanophyceen und Algen H,S oder 
Thiosulfat oxydieren kénnen. 

Auch tiber das AusmaB der Schwefeloxydation in der Elbe kénnen 
wir uns noch kein klares Bild machen. Unsere Untersuchungen haben 
nur gezeigt, dai die Potenz dazu iiberall und zu jeder Jahreszeit vor- 
handen ist und da diese auf die eingeleiteten Abwasser zuriickgeht. 
Sicher wiirde man mehr dariiber sagen kénnen, wenn auf den Lings- 
profilfahrten auch der H,S-Gehalt des Elbwassers bestimmt wiirde. Aber 
es scheint zur Zeit noch keine Methode zu geben, die empfindlich genug 
ware, um den minimalen H,S-Gehalt des Wassers zu erfassen. Da aber 
der biologischen Beseitigung von H,S und anderen oxydierbaren S-Ver- 
bindungen aus unseren verunreinigten Fliissen groBe praktische Bedeu- 
tung zukommt, sollte dieser Frage mehr Aufmerksamkeit geschenkt 
werden als es bisher geschah. 


Zusammenfassung 
1. Seit Mai 1958 wurden der Elbe an bestimmten Punkten zwischen 
Schnackenburg und Hamburg sowie weiter stromab monatlich Wasser- 


proben entnommen und auf ihr Oxydationsvermégen fiir zugesetztes 
Thiosulfat untersucht. 


2. Es lieB sich zeigen, da die Thiosulfatoxydation ein biologischer 
Vorgang ist. Die Potenz dazu kann als relatives Ma fiir die Zahl der in 
der Elbe anwesenden  schwefeloxydierenden Mikroben angesehen 
werden. 
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3. Das Oxydationsvermégen der Elbe fiir Thiosulfat nahm von 
Schnackenburg bis kurz vor Hamburg kontinuierlich ab, stieg im Ham- 
burger Hafengebiet sprunghaft wieder an, um weiter stromab erneut 
abzusinken. 

4. Die Oxydationspotenz lieB sich das ganze Jahr iiber nachweisen. 
Sie war im Winter mindestens ebenso stark wie im Sommer. Allerdings 
waren die verantwortlichen Mikroorganismen in der kalten Jahreszeit 
im Strom selbst véllig inaktiv. 

5. Die Oxydationspotenz wurde durch die Wasserfiihrung stark beein- 
fluBt. Besonders bei Hochwasser war sie stark vermindert, bei Niedrig- 
wasser erhoht. 

6. Unterhalb von Wedel lieBen sich schwefeloxydierende Mikroben in 
der Elbe kaum noch nachweisen. 

7. Die Masse der schwefeloxydierenden Mikroorganismen gelangt sehr 
wahrscheinlich mit den Abwassern in die Elbe. 

8. Es gelang, Thiobacillus thiooxidans und Th. denitrificans in der Elbe 
nachzuweisen. 
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Das Pilzspektrum einer Bodenprobe 
Ill. Nachweis der Einzelpilze* 


Von 
KLAUS H. DOMSCH 


Mit 23 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. Oktober 1959) 


In zwei vorangehenden Beitragen (DomscH 1960a, b) wurde die Pilz- 
flora einer Komposterde nach quantitativen und qualitativen Gesichts- 
punkten beurteilt. Aus diesen Untersuchungen steht umfangreiches 
Einzelmaterial tiber 133 Bodenpilze zur Verfiigung, das hier zusammen- 
fassend vorgelegt werden soll. 

Im Gegensatz zu den iiblichen Pilzlisten, die ahnlichen Bodenanalysen 
beigefiigt werden, beschranken sich die folgenden Beschreibungen weit- 
gehend auf physiologische Daten. Nur fiir einige Pilze, die nicht bis zur 
Art bestimmt werden konnten, wird eine eingehendere Charakterisierung 
sowie nach Moglichkeit eine Abbildung! gegeben. Den Farbangaben 
wurde die kleine FarbmeBtafel nach OstwaLp* zugrunde gelegt. Fiir 
jeden Pilz wurde mitgeteilt, wo genaue Angaben tiber morphologische 
Daten sowie tiber den neuesten Stand der Nomenklatur zu finden sind. 

Von Neubeschreibungen wurde in allen Fallen abgesehen, da die um- 
fangreichen Vergleichsuntersuchungen den Rahmen der vorliegenden 
Analyse weit tiberschritten hatten. 

Einzelheiten tiber Material und Methoden kénnen in den entsprechen- 
den vorangehenden Darstellungen nachgelesen werden. An dieser Stelle 
werden noch einmal die wichtigsten Grundsitze fiir die Bewertung der 
physiologischen Merkmale wiedergegeben: 


Bewertungskriterien 


Uber antibiotische Aktivitaét (antibiot. Akt.) gegentiber den 
Testpilzen Pythium sp., Phytophthora cactorum, Ophiobolus graminis, 
Rhizoctonia solani und Fusarium solani wurden nur Angaben in positiven 


* Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 

* Technische Ausriistung fiir die mikrophotographischen Aufnahmen: Zeiss- 
Winkel Standard-Mikroskop mit Neofluar-Ausriistung, Aufsatzkamera in Verbin- 
dung mit Leicagehiuse bzw. Zeiss-Winkel Photomikroskop ; Interferenz-Breitband- 
filter. Adox KB 14-Film mit Ultrafin-Entwicklung. 

* Bearbeitet von G. SrRELLER u. G. OstwaLp, ,,Musterschmidt‘* — Wissen- 
schaftlicher Verlag Géttingen, Frankfurt, Berlin. 
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Fallen gemacht. Nichterwahnung heiBt also negativer Befund. Bei Hemm- 
hofen mit @ >5 mm wurde von starker, bei Hemmhéfen mit o < 5 mm 
von schwacher antibiotischer Aktivitaét gesprochen. 


Fur eine positive Aussage tiber Wirkstoffautotrophie muBte das 
Wachstum auf Mineralsalz-Glucose-Agar in dreifacher Wiederholung 
gleichgut oder besser als auf Malzagar sein. Heterotrophie war bei 
einem um 60°/, verminderten Wachstum auf dem synthetischen Medium 
angezeigt; Zwischenwerte wurden nicht gegeben. Die Stirke der Spo- 
rulation (Spor.) wurde geschatzt. Fir die Haufigkeit der Isolie- 
rung (isol.) vgl. Domscu (1960a). Geschwindigkeit des Wachs- 
tums (W) wurde in den Stufen sehr langsam (< 20mm Kolonie @/10Tg), 
langsam (21—40mm/10 Tg), schnell (41—100 mm/10 Tg) und sehr 
schnell (> 100 mm/10 Tg) festgehalten. (M = Malzagar, Cz = Czapek- 
agar). — Fir die Saccharosetoleranz (Sacch. tol.) galt: 30°/) besseres 
Wachstum auf 40°/,igem Rohrzucker-Agar =sehr hohe, 10—20°/, besseres 
Wachstum = gute Toleranz; bei = 60°/, Wachstumshemmung auf 
40°/, Saccharose wurde von sehr geringer Toleranz gesprochen; keine 
weiteren Zwischenwerte. 


Starkeverwertung galt als gut bei Amylase-Zone und gutem 
Wachstum auf Starke-Agar; beim Fehlen der Zone und ktimmerlichem 
Wachstum wurde fehlende Starkeverwertung angenommen. 


Die Fahigkeit zur Celluloseverwertung (Cell. verw.) wurde nach 
verschiedenen Kriterien in ,,sehr gut‘, ,,gut®* und ,,fehlt** klassifiziert ; 
keine Zwischenangaben. Fiir die Chitin- und Ligninverwertung 
gelten die gleichen Mafstaébe. Tanninverwertung wurde nur bei 
deutlichem Wachstum auf 5°/, Tannin angenommen. 


Fiir die Saurebildung wurden je nach dem Verhalten des Pilzes auf 
CaCO,- und Bromkresolgriinagar die Gruppen ,,sehr kraftig", ,,kraftig™, 
_schwach“ und ,,fehlt aufgestellt. Gleiches gilt fiir den EiweiBabbau 
auf Gelatine- oder Magermilchagar. 


Pilzliste 


Absidia ramosa (Lindt) Lendner 


Saprophyt, wirkstoffheterotroph; schwache Spor., selten isol., schnelles W. auf 
Malz (65 mm/10 Tg); Ligninverw. fehlt, Chitinverw. sehr gut, Saurebildung fehlt, 
EiweiBabbau fehlt. Diagnose: ZyoHa (1935). 


Actinomucor elegans (Eidam) Benjamin et Hesseltine (Abb. 1) 


Syn.: A.repens Schostak.; Saprophyt, wirkstoffautotroph; starke Spor., gelegent- 
lich Chlamydosporen, sehr selten isol., sehr schnelles W. (260mm M, 280 mm 
Cz/10 Tg); sehr geringe Sacch. tol., Cell. verw. gut, Ligninverw. fehlt, Saurebildung 
fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, Hiweifabbau kraftig. Diagnose: BENJAMIN u. 
HESSELTINE (1957). 
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Aleurisma carnis (Brooks et Hansford) Bisby 


Syn.: Geomyces vulgaris Traaen, Sporotrichum carnis Brooks et Hansford; Sapro- 
phyt, bei 2 von 4 St&mmen starke antibiot. Akt. gegen Phyt. cact. und Oph. gram; 
geringe Akt. gegen Rhiz. sol. und Pyth. sp.; sehr niedriges Temperaturminimum 
(bis — 6° C); sehr starke Spor., haufig isoliert in sehr variabler Farbung; sehr 
langsames W. (< 20 mm/10 Tg auf M und Cz); Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, 
Saurebildung schwach, NH,-Bildung auf 
Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. Dia- 
enosen: BisBy (1944), BRooxs u. HANns- 
FORD (1923), TRAAEN (1914). 


| =a 
° yet i~4 


Alternaria brassicicola (Schw.) 
Wiltshire 

Syn.: A. oleracea Milbrath, A. circinans 
(Berk. et Curt.) Bolle, Parasit (an Cruci- 
feren), wohl ,,Einwanderer‘‘, wirkstoff- 
autotroph, starke Spor., sehr selten 
isol., schnelles W. (72 mm M, 75 mm 
Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, Eiweib- 
abbau kraftig. Diagnose: WILTSHIRE 
(1947). 


= > Ascochyta sp. 
vince io ae Eceane er Keine Artbestimmung, da in kiinstlicher 
(Eidam) Benjamin et Hesseltine. Wirtelig Kultur morphol. nicht besonders differen- 
verzweigter Sporangientriger. 150 x ziert, wohl ,.Hinwanderer™. Zuordnung 
nach makroskop. Merkmalen bei der 
Auswertung der Bodenanalyse unsicher. Auf Malzagar samtartige Kol. mit tiber- 
lappendem Rand. Farbe im Zentrum auf Malz graubraun-schmutziggriin (ni 4), 
Rand weiB (ec 2), Unterseite braunviolett (pl 5), Zonenbildung, gelegentlich Exudat, 
kein Geruch; Pyenidien-@ 500—600 4, lose in das Mycel eingebettet. Sporen 
staibchenférmig (auf Cz zum Teil auch unregelmabig geformt), hyalin 8—12 x 2,6 
bis 3,5 uw, 2—38zellig, glatt. Starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact. und Oph.gram.; 
wirkstoffautotroph; Spor. (Pyenidienbildung) gering, selten isol., langsames W. 
(24mm M, 23 mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, EiweiBabbau kraftig. Gattungs- 

diagnose: GROVE (1935). 


Aspergillus candidus Link 

Saprophyt, geringe Feuchtigkeitsanspriiche; sehr starke Spor., Dauerformen 
(Sklerotien) nicht beobachtet, selten isol., sehr langsames W. (16mm M, 11mm 
Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol. (vgl. auch Smrrx 1954), Cell. verw. gut, Ligninverw. 
sehr gut, Chitinverw. fehlt, Saiurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau kraftig. Diagnose: THom u. RAPER (1945). 


Aspergillus fumigatus Fresenius 

Saprophyt, gelegentlich pathogen an Gefliigel (Hornhaut) und Saéugetieren (At- 
mungswege), nicht phytopath., synergistische Akt. durch Ausscheidung von 
Phosphoglycerinsiure (Férderung der Perithecienbildung bei Chaetomiwm globosum, 
vgl. Buston u. Kaan 1956, Buston u. Kine 1951), ausgeprigt thermophil (gutes 
W. bei 45°C); sehr starke Spor., sehr haufig und mit geringen Abweichungen des 
Dominanzwertes isol. (kosmopolit. Verbreitg.), langsames W. (46mm M, 21 mm 
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©z/10 Tg); hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; Cellverw. sehr gut (vgl. auch 
Cooke u. Buscu 1957, ScHarreR 1957), Chitinverw. gut, Tanninverw. gut, Saure- 
bildung kraftig, fiihrt Phosphor aus schwer- in leichtlésliche Verbindungen iiber 
(Asport 1923), EiweiBabbau schwach. Diagnose: THom u. RaPER (1945). 


Aspergillus nidulans (Kidam) Wint. 


Saprophyt, keine deutliche antibiot. Akt. gegen 5 Testpilze, Kulturfiltrate hemmen 
Keimung von Baumwollsamen (VENKAT Ram 1951); wirkstoffautotroph; starke 
Spor., Bildung von ,,Hiillezellen“, sehr haufig isol. (kosmopolit. Verbreitung), 
langsames W. (28 mm M, 29 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, sehr gutes W. 
auf Starkeagar, Cell. verw. sehr gut, Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, HiweiB- 
abbau schwach. Diagnose: THom u. RAPER (1945). 


Aspergillus niger van Tieghem 


Saprophyt, Bedeutung als Pathogen an Pflanzen (Erdniisse, Zwiebeln) unsicher, 
gelegentlich pathogen bei Saugetieren (Mycosen im Gehérgang), Schaden an 
Pflanzenwurzeln und keimenden Samen durch Kulturfiltrate (STILLE 1957, VENKAT 
Ram 1951, Posrternwarr u. Curtis 1959), starke antibiot. Akt. gegen Oph.gram., 
Pyth. sp., Phyt.cact., schwache Akt. gegen Rhiz.sol. und Fus.culm.; bevorzugt als 
Bodenpilz héhere Bodentemperaturen (stark verbreitet in trop. Regionen), wirkstoff- 
autotroph, Spurenelementbedarf; sehr starke Spor., sehr selten isol., schnelles W. 
(50mm M, 43 mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol., Cell. verw. gut, Ligninverw. 
fehlt, bis zu gewissem Grade Huminsiuren als C- und N- Quelle verwertbar, Tan- 
ninverw. gut, sehr kraftige Saurebildung, kraftiger EiweiBabbau. Diagnose: THOM 
u. RAPER (1945). 


Aspergillus repens (Corda) de Bary 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., schwache Akt. gegen Pyth. sp., 
sehr starke Spor., selten isol., sehr langsames W. (14,5 mm M, 11 mm Cz/10 Tg), sehr 
hohe Sacch. tol., wichst bevorzugt auf Substraten mit hohem osmot. Wert, keine 
Starkeverw., Cell. verw. fehlt, Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, Saurebildung 
kraftig, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau fehlt, Diagnose: THOM u. 
RaPER (1945). 


Aspergillus sydow? (Bain. et Sart.) Thom et Church 


Saprophyt, schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol., Pyth.sp., Oph.gram., Phyt.cact. ; 
wirkstoffautotroph; starke Sporulation (zum Teil Reduktion der Conidientrager), 
sehr selten isol., sehr langsames W. (15 mm M, 23 mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. 
tol., Starkeverw. gut, Cell. verw. cut, Chitinverw. fehlt, Saurebildung fehlt, EiweiB- 
abbau sehr kraftig. Diagnose: THom u. RAPER (1945). 


Aspergillus versicolor (Vuill.) Tiraboschi 


Saprophyt, wirkstoffautotroph; sehr starke Spor., sehr haufig isol., sehr langsames 
W. (20 mm M, 21 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidtoleranz im Boden; Sacch. tol. gut, 
Gell. verw. gut, Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
FiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: THOM u. Raper (1945). 


Bispora betulina (Corda) Hughes (Abb. 2) 


Syn.: B. pusilla Sace.; Saprophyt, Zuordnung nach makroskopischen Merkmalen 
bei Analysenauswertung unsicher, typische Sporenbildung auf Haferflockenagar, 
wirkstoffheterotroph, schwache Spor., sehr selten isol., sehr langsames W. (etwa 
6,5 mm M, etwa 2,5 mm Cz/10 Tg); Ligninverw. fehlt, Saurebildung fehlt, Eiweib- 
abbau schwach. Diagnose: Lrnpau (1907), Benennung: HuGHES (1958). 
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Botryotrichum atrogriseum van Beyma 


Saprophyt, wirkstoffautotroph, schwache Spor., sehr selten isol., schnelles W. (61mm 
M, 69 mm Cz/10 Tg); Starkeverw. gut, Cell. verw. sehr gut, Chitinverw. fehlt, Saure- 
bildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: 
VAN Breyma (1928). 


Botryotrichum piluliferum Marchal 


Saprophyt, wirkstoffautotroph; schwache Spor., haufig isol., schnelles W. (67 mm 
M, 56 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut (vgl. auch TRIBE 1957), Saurebildung fehlt, 
NH;,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau 
kraftig. Diagnose: Linpav (1907). 


‘ ; FA. 
Abb. 2 Abb. 3 
Abb.2. Bispora pusilla Sacc. Verzweigte Ketten zweizelliger Sporen. 375 x 
Abb.3. Candida sp. Pseudomycel mit Blastosporen. 400 x 


Botrytis cinerea Pers. (-Typ) 


Wahrscheinliche Hauptfruchtform: Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuck., Patho- 
gen, fakultativer Bodenpilz; Entwicklung in O,-freier Atmosphare méglich, wirkstoff- 
autotroph; Spor. wechselnd, Sklerotienbildung, haufig isol., sehr schnelles W. 
(260 mm M, 250 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. sehr gut (vgl. auch KoHLMEYER 1956), 
Tanninverw. gut, Saurebildung sehr kraftig, EiweiBabbau schwach. Diagnose: 
(unter anderem) Groves u. LovyELAND (1953). 


Candida sp. (Abb.3) 


Nach Mitteilung von Wrpiscu (1959) diirfte es sich um eine neue Art handeln. Die 
Untersuchungen sind noch nicht endgiiltig abgeschlossen. — Starke Spor., sehr 
selten isol., langsames W. (30 mm M, 16 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, Chitin- 
verw. fehlt, Siurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau fehlt. 


Cephalosporium m ycophilum (Corda) Tubaki (Abb. 4) 


Syn.: Hyalopus mycophilus Corda, Saprophyt, wirkstoffautotroph, starke Spor., 
sehr selten isol., langsames W. (22 mm M, 21 mm Cz/10 Tg), Sacch. tol. sehr gering, 
Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Pilz 
bildet typische Phialophoren und zeigt gelbgriine Téne in der Koloniefarbe. Beide 
Merkmale wiirden fiir die Notwendigkeit einer Uberfithrung von C.mycophilum in 
die Gattung Phialophora sprechen. Diagnose: TuBakr (1955). 
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Cephalotrichum medium (Sacc.) Hughes 


Syn.: Stysanus medius Sace., Saprophyt, wirkstoffautotroph, Entwicklung in 
O,-freier Atmosphare méglich, sehr starke Spor., sehr haufig und mit geringen 
Abweichungen des Dominanzwertes isol., langsames W. (19 mm M, 29 mm Cz/10Tg¢), 
hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; Sacch. tol. gut, Cell. verw. sehr gut, 
Ligninverw. sehr gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, Eiweib- 
abbau sehr kraftig. Diagnose: Linpav (1910), Benennung: Hueguus (1958). 


Cephalotrichum stemonitis (Pers.) Link 


Syn.: Stysanus stemonitis (Pers.) Corda, Saprophyt., gute Spor. auf sauren Sub- 
straten, selten isol., langsames W. (26mm M, 20 mm Cz/10 Tg); Ligninverw. gut, 
Saurebildung fehlt, NH;-Bildung 
auf Bohnenagar, EiweiBabbau 
sehr kraftig. Diagnose: Linpavu 
(1910), Benennung: HucHEs 
(1958). 


Chaetomium funicolum 
Cooke 


Saprophyt, schwache antibiot. 
Akt. gegen Rhiz.sol., Pyth.sp., 
Oph.gram., Fus.culm., Phyt.cact., 
wirkstoffautotroph; starke Spor., 
sehr selten isol., sehr langsames 
W. (12 mm M. 20 mm Cz/10 Tg); 
sehr geringe Sacch. tol., Cell. verw. 
sehr gut, Saurebildung fehlt, x. 
HiweiBabbau sehr kraftig. Dia- app. 4. 


gnose: SKOLKO u. Groves (1948). Triiger mit Phialophora-artiger, endogener Conidien- 
bildung. 400 x 


Chaetomium globosum Kunze 


Saprophyt, keine antibiot. Akt. gegen 5 Testpilze, jedoch von Tverr u. Moors (1954) 
gegen Helminthosporium, Fusarium, Alternaria und Rhizoctonia auf Kart. Glucose 
Agar Antibiose nachgewiesen. Perithecienbildung gefordert durch Aspergillus 
fumigatus (siehe oben), starke Spor., selten isol.,sehr schnelles W. (150mm M/10Tg¢); 
Sacch. tol. gut, Cell. verw. sehr gut (inbes. bei tiefen Temp. und tiefer Luftfeuchtig- 
keit aktiver als andere Ch.-Arten, vgl. Farrow 1951), Saurebildung fehlt, EiweiB- 
abbau kraftig. Diagnose: SkKoLKO u. GROovES (1953). 


Chaetomium sp. I. (Abb.5) 


Mit den (bis 1957) beschriebenen Ch.-Arten wegen der (abweichenden) kurzen, 
geraden Borsten am apikalen Teil des Peritheciums nicht iibereinstimmend. 
Kolonie wollig mit regelmaBigem Rand, Kol.-Farbe (Malz) schmutzig grau- ertin (ie2), 
Unterseite oliv-gelbgriin (le 2); Zonenbildung und Exudat fehlen, Geruch pilzartig ; 
Perithecien- @ etwa 120, stark mit braunen Borsten besetzt; Ascosporen braun, 
citronenférmig, etwa 8 x 12 yu, glatt. Sehr schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz. sol, 
und Pyth. sp., wirkstoffautotroph; schwache Spor. (setzt auf Malzagar erst ab etwa 
30. Tag ein, auf Czapek keine Spor.), sehr haufig isol., schnelles W. (49mm M, 
66 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidtoleranz im Boden; Sacch. tol. gut, Cell. verw. sehr 
gut, Saurebildung fehlt, HiweiBabbau kraftig. Gattungsdiagnose: SKOLKO u. 


Groves (1948, 1953). 
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Chaetomium sp. II 


Kinordnung in diese Gattung unter Vorbehalt, da nur unter besonderen Bedingun- 
gen sterile Sporengehause (Perithecien?), niemals aber (Asco-) Sporen beobachtet 
werden konnten. Kolonietyp wollig mit tiberlappendem Rand, Kol.-Farbe (Malz) 
braunlich-gelb (gc 3) Unterseite (ge 2), auf Czapek kraftiger braunlich (pe 3) mit 
stark diffusem Rand (typisch fiir alle Ch.-Arten auf Czapek!); Zonenbildung und 
Exudat fehlen; Pilzgeruch; gelegentlich (als Nebenfruchtform?) am Mycel einfache 


Abb.5. Chaetomium sp. I. Perithecium mit Abb.6. Chaetomium sp. III. Apikaler Teil des 
kurzen Borsten am apikalen und langen Peritheciums mit rauhen,dichotom verzweigten 
Haaren am basalen Teil. 37,5 » Haaren. 375 x 


Phialiden (Lange 12—16 4) mit Ketten glatter, hyaliner, runder bis elliptischer 
Sporen 1,7 2,7 4. Sporengehiuse @ 90—100 yu, Borstenlinge etwa 200 u (auf 
Kart. Glucose Agar), Borsten meist gerade, gelegentlich einfach dichotom ver- 
zweigt, groBere Gehause (aber weniger je Flicheneinheit) auf Haferflockenagar. 
Variation in der Zusammensetzung des Substrates (Sabouraud-, Hefe-, Hafer- 
flocken-, Fleischextrakt-, Czapek-, Malz-, Maisagar, Lupinenstengel), der Be- 
brittungstemperatur (8°, 20°, 28°C) und der Reaktion des Nahrbodens (px 4.6; 
5,2; 5,8) ergaben keine Sporenbildung in den Gehiusen; schwache Spor., haufig und 
mit relativ geringen Abweichungen vom Dominanzwert isol., schnelles W. (77 mm 
M, 43 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidtoleranz im Boden; Sacch. tol. gut, Cell. verw. 
sehr gut (typisch fiir Chaetomium), Chitinverw. gut, Siiurebildung fehlt, EiweiB- 
abbau kraftig. Gattungsdiagnose: SKOLKO u. Groves (1948, 1953). 


Chaetomium sp. III (Abb.6) 


Kinordnung in diese Gattung unter Vorbehalt, da in meist sterilen Sporengehiiusen 
duBerst selten Sporen, niemals jedoch vollstindige Asci beobachtet werden konnten. 
Kolonietyp wollig mit tiberlappendem Rand, Kol.-Farbe (Malz) grau-griin (ie 2), 
Unterseite (gc 2), auf Czapek weil und etwas grau-oliv (le 2) mit stark diffusem Rand 
(vgl. andere Chaetomium-Arten!). Sporenketten und -gehiuse wie bei Chaetomiwm 
sp. 7, Borsten deutlich dichotom verzweigt, rauh und dunkel an der Basis, nach 
oben hyalin und glatt, auf Kart. Glucose Agar sehr selten Bildung von (Asco?) 
Sporen 2,7 x 344, citronenférmig, einige in kurzen Ketten (?). Variation der 
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Kulturbedingungen wie bei Chaetomium sp. II ohne besondere Erfolge. Auf Sabou- 
raudagar sklerotiale Mycelverdichtungen; sehr schwache Spor., sehr haufig isol., 
sehr schnelles W. (145 mm M, 118 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidtoleranz im Boden, 
Sacch. tol. gut, Saurebildung fehlt, KiweiBabbau kraftig. Die allgem. morph. und 
physiol. Merkmale stimmen mit anderen Chaetomiwm-Arten iiberein. Gattungs- 
diagnose: SKOLKO u. GROVES (1948, 1953). 


Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 


Syn.: Hormodendrum. cladosporioides (Fres.) Sacc.; Saprophyt mit sehr schwacher 
Potenz als Pathogen, wirkstoffheterotroph; sehr starke Spor., Sporen bleiben in 
unsterilem Boden nur kurz lebensfahig (Park 1955), sehr haufig isol., langsames W. 
(33 mm M, 16mm Cz/10 Tg); Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung 
auf Bohnenagar, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Dr Vries (1952). 


Cladosporium herbarum Link 


Saprophyt mit sehr schwacher Potenz als Pathogen, wirkstoffheterotroph; sehr 
starke Spor., haufig isol., aber mit starken Abweichungen des Dominanzwertes; 
langsames W. (33 mm M, 14 mm Cz/10 Tg); Starkeverw. gut, Cell. verw. gut, Lignin- 
verw. gut, Chitinverw. fehlt, Saurebildung fehlt, NH;-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau sehr kraftig, fiihrt Phosphor aus schwer- in leichtlésliche Verbindungen 
iiber (ABBorTT 1923). Diagnose: DE VRIES (1952). 


Coniothyrium fuckeliit Sace. 


Hauptfruchtform: Leptosphaeria coniothyrium (Fuck.) Sacc., Saprophyt, schwache 
fungistatische Aktivitaét gegentiber verschiedenen Testpilzen (VOROs 1958), 
gelegentl. Wundparasit, wohl ,,Einwanderer‘‘, Zuordnung nach makroskop. 
Merkmalen bei der Analysenauswertung unsicher; sehr schwache Spor., haufig isol., 
schnelles W. (44 mm M, 33 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Ligninverw. sehr gut, 
Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Diagnose: 
Grove (1937). 


Coniothyrium sp. 

Keine Artbestimmung méglich, da in kiinstlicher Kultur morphologisch nicht 
besonders differenziert, aber wohl typischer Bodenpilz. Auf Malzagar samtartige bis 
wollige Kol. mit regelmaBigem, schwach diffusem Rand. Farbe auf Malz im Zen- 
trum beige-schwach rosa (ca 3) am Rand heller (ca 2), Unterseite dunkler (le 3), 
auf Czapek Zentr. grau, Rand schmutzig-grau-griin (pi 2-ng 2), Unterseite im 
Zentr. schwarz, nach auen heller (ng 3-weiB), keine Zonenbildung, Exudat glasklar, 
kein Geruch, Pycnidien- @ 200 uw, schwarz, glatt; Sporen elliptisch, braun, glatt, 
2—3 x 4,5, einzellig; starke Spor., sehr haufig isol., Wachstumsgeschw. substrat- 
abhangig (55mm M, 23 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Ligninverw. gut, Saure- 
bildung fehlt, EiweiBabbau schwach. Gattungsdiagnose: GROVE (1937). 


Curvularia sp. (Abb.7) 


Mit den (bis 1957) beschriebenen Arten keine Ubereinstimmung, vor allem wegen 
der typischen sklerotialen Gebilde, die im Substrat (Czapek) gebildet werden (vgl. 
Helminthosporium allii Campanile?), Kol. auf Malzagar schwammartig aufgelockert, 
Farbe unregelmaBig grau, Unterseite schmutzig-grau (ge 2) bis schwarz, Zonen- 
bildung und Exudat fehlen, Geruch pilzartig (Czapek), typische Conidientrager nur 
auf Haferflockenagar gebildet, unregelmaBig verzweigt, zum Teil aufrecht in 
Biischeln, Lange etwa 110—130,im Substratmycel entstehend ; Conidien etwas rauh, 
braunschwarz, vierzellig, 25 x 10, bohnenformig unsymmetrisch. In Czapekagar 
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groBe sklerotiale Gebilde 65 (50—85) x 40 (35—45) mw, die einer Anhaéufung rund- 
licher Chlamydosporen gleichen. Bei alleiniger Zuordnung nach makroskop. 
Merkmalen Verwechslungsgefahr; schwache antibiot. Akt. gegen Oph.gram., gute 
Entwicklung in O,-armer Atmosphare méglich, wirkstoffautotroph, starke Spor. 
(substratabhangig), Cell. verw. gut, EiweiBabbau fehlt. Gattungsdiagnose: BoEDIJN 
(1933). 

Cylindrocarpon radicicola Wr. 


Parasit. Bodenpilz; wirkstoffautotroph; starke Spor., sehr selten isol., schnelles W. 
(52mm M, 55mm Cz/10 Tg); Saéurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau nur auf Casein positiv. Diagnose: GeRLACH (1956), Nicor (1951). 


Abb.7. Curvularia sp. Conidientriger. 375 x Abb.8. Epicoccum nigrum Link. Sporodochium 
mit Sporenin verschiedenem Reifezustand. 400 x 


Cylindrocarpon radicicola Wr. var. violacea Hochapfel 


Wirkstoffautotroph; starke Spor., Chlamydosporen; selten isol., nach GERLACH 
(1959) im allgemeinen seltener als die Grundart; schnelles W. (64mm M, 58 mm 
Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau 
schwach (Gelatineverfl. positiv). Diagnose: WOLLENWEBER (1931). 


Epicoccum nigrum Link (Abb.8) 


Syn.: H#. purpurascens Ehrenb. ex Schlecht., Saprophyt, gelegentlich als Schwache- 
parasit beobachtet oder doch mindestens unter den Erstbesiedlern abgestorbener 
Pflanzenteile (vgl. WEBSTER 1957); wirkstoffautotroph, sehr schwache Spor., sehr 
selten isol., schnelles W. (66 mm M, 79 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. sehr gut, Siure- 
bildung fehlt, Eiweiabbau schwach. Diagnose: ScHon-ScHwarz (1959). 


Fusarium argillaceum (Fr.) Sace. 


Hauptfruchtform : Hypomyces solani Rke. et Berth.; Saprophyt, wirkstoffautotroph, 
starke Spor., Chlamydosporen; haufig isol., langsames W. (24mm M, 23 mm Cz/ 
10'Tg); Cell. verw. fehlt, Saurebildung fehlt, Eiweifabbau kraftig. Diagnose: 
WOLLENWEBER u. REINKING (1935). 

Fusarium avenaceum (Fr.) Sace. 

Parasit, schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol., Pyth. sp. und Oph.gram., hohes 
saprophytisches Konkurrenzvermégen (Rao 1959), Entwicklung unter anaeroben 


Bedingungen moglich, wirkstoffheterotroph, starke Spor., haufig isol., Wachstums- 
geschwindigkeit substratabhingig (280 mm M, 46 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut 


Das Pilzspektrum einer Bodenprobe. III 319 


(nach ScHNEIDER 1958, ist die Fahigkeit zum Celluloseabbau vom Kulturtyp 
abhangig) ; Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. 
Pectinverfliissigung positiv (SCHNEIDER 1958). Diagnose: WOLLENWEBER u. 
REINKING (1935). 


Fusarium culmorum (W. Sm.) Sace. 


Parasit, hohes saprophytisches Konkurrenzvermégen (Rao 1959), gute Entwicklung 
unter anaeroben Bedingungen, wirkstoffautotroph, starke Spor., Chlamydosporen, 
sehr selten isol., sehr schnelles W. (144 mm M, 185 mm Cz/10 Tg); Cell.verw. gut, 
Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, HiweiBabbau schwach. Diagnose: WOLLEN- 
WEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium dimerum Penz. 


Saprophyt, sehr starke Spor., Chlamydosporen; haufig und mit relativ geringen 
Abweichungen des Dominanzwertes isol., langsames W. (40 mm M, 33 mm Cz/10 Tg) ; 
Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: 
WOLLENWEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium equiseti (Corda) Sace. 


Parasit, wirkstoffautotroph, schwache Spor., Chlamydosporen zahlreich, selten 
isol., schnelles W. (106 mm M, 128 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Saurebildung 
fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Diagnose: WOLLEN- 
WEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium merismoides Corda 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Rhiz. sol., Pyth. sp. (vgl. auch PEsTINSKAYA 
1956), Phyt.cact., Fus.culm., schwache Akt. gegen Oph.gram.; starke Spor., 
Chlamydosporen; haufig isol., sehr langsames W. (19mm M, 16mm Cz/10 Tg); 
Cell. verw. fehlt, Saurebildung fehlt, NH;-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau 
kraftig. Diagnose: WOLLENWEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium oxysporum Schl. var. aurantiacum (Link) Wr. 


Fakultativer Parasit, schwache antibiot. Akt. gegen Oph.gram. und Phyt.cact; 
Entwicklung unter anaeroben Bedingungen méglich; wirkstoffautotroph, schwache 
Spor., Chlamydosporen; haufig isol., Wachstumsgeschwindigkeit substratabhangig 
(41 mm M, 102 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf 
Bohnenagar, HiweiBabbau schwach. Diagnose: WOLLENWEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium sambucinum Fuck. 


Hauptfruchtform: Gibberella pulicaris (Fr.) Sacc., Saprophyt, gelegentlich als 
(Schwache-) Parasit, starke antibiotische Akt. gegen Rhiz.sol. und Oph.gram., 
schwache Akt. gegen Pyth. sp. und Phyt.cact., wirkstoffautotroph, schwache Spor., 
sehr selten isol., Wachstumsgeschwindigkeit substratabhangig (34 mm M, 85 mm 
Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Saurebildung schwach, Eiweifabbau kraftig. Diagnose: 
WoLLENWEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium solani (Mart.) App. et Wr. 


Saprophyt (zahlreiche pathogene Formen), wirkstoffautotroph (nach TuREL 1952, 
fordert Aneurinzusatz zunichst das Wachstum, hemmt spater jedoch); gute Ent- 
wicklung in O,-freier Atmosphare modglich, sehr starke Spor., Chlamydosporen, 
_gefordert unter anderem durch Bacillus licheniformis (vgl. VENKAT Ram 1951); sehr 
haufig und mit geringen Abweichungen des Dominanzwertes isol., schnelles W. 
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(68 mm M, 65 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; Lignin- 
verw. gut, Sdiurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. 
Diagnose: WOLLENWEBER u. REINKING (1935). 


Fusarium sp. (Abb.9) 


Mit den (bis 1957) beschriebenen Arten keine Ubereinstimmung, der Discolor- 
Jruppe zugehérig, im Sporenbild F.culmorum ahnlich, jedoch andere Kultur- 
merkmale (Rotténe fehlen véllig). Nach Grriacu (1959) kénnte es sich um eine 
neue Art oder Varietat handeln. Die Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen. 
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Abb.9. Fusarium sp. Sporen, 200 x Abb. 10. Gliomastix murorum (Corda) Hughes var. 


felina (March.) Hughes. UHyphenstrang mit 
Conidientriigern und schleimigen Képfchen. 400 x 


Wirkstoffautotroph; Entwicklung unter anaeroben Bedingungen mdglich, starke 
Sporulation, Gesamtisolierungen sehr zahlreich aber unregelmaBig (starke Schwan- 
kung des Dominanzwertes), sehr schnelles W. (181mm M, 236mm Cz/10 Tg); 
Saurebildung fehlt, KiweiBabbau kraftig. 


Gliocladium roseum (Link) Bain. 


Saprophyt, bisweilen als fakultativer Parasit angetroffen; keine antibiot. Akt. 
gegen 5 Testpilze (vgl. jedoch PesTrnsKaya 1956), bevorzugt obere (opt. 5—10 em) 
Bodenschichten und reagiert auf Diingung mit vermehrtem Auftreten (GUILLEMAT 
u. Monrecur 1956); wirkstoffautotroph; starke Spor., selten isol., schnelles W. 
(42mm M, 53mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. gut, Saiurebildung kriftig. EiweiBabbau 
kraftig. Diagnose: Rapmr u. THom (1949). 


Gliomastix murorum (Corda) Hughes var. felina (March.) Hughes 
(Abb. 10) 


Syn.: G.convoluta (Harz) Mason var. felina (March.) Mason; Saprophyt, schwache 
antibiot. Akt. gegen Phyt.cact; intermediares Verhalten bei Steigerung des CO,- 
Gehaltes im Boden, bis > 40 em Bodentiefe in gleicher Haufigkeit vorkommend 
(Buraes u. Fenton 1953), durch Diingung im Boden vermindert (GUILLEMAT u. 
Montaaur 1956), wirkstoffautotroph; starke Spor., selten isol., langsames W. 
(27 mm M, 41 mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol., Cell. verw. gut, Chitinverw. gut, 
Saurebildung fehlt, NH -Bildung auf Bohnenagar, EiweiSabbau sehr kraftig. 
Diagnose: Mason (1941), Benennung: Huaues (1958). 
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Graphium sp. I (Abb. 11) 


Keine Artbestimmung mdglich, da neuere Bearbeitungen der Gattung nicht 
vorliegen und altere Diagnosen zu unvollkommen sind, als daf sie eine sichere 
Zuordnung rechtfertigen kénnten. Auf Malzagar schwach wollig bis strahnig, 
tauartig benetzt mit iiberlappendem Rand, Farbe grau bis graugriin (pl 1), auf 
Czapek sehr sparlich, farblos; dunkelbraunes Exudat reichlich, Geruch siiBlich- 
faulig (auf Malz); Coremien 600—800 uw lang, 14—24 breit, dunkel, oben in 
breite Quaste auslaufend, Conidien glatt, hyalin, 
langlich-elliptisch 3,2—5 x 6,5—10 u; auf 8 ver- 
schiedenen Nahrbéden keine Perithecienentwick- 
lung (cf. Perriella!); Spor. substratabhangig, auf 
Malz schwach, auf Czapek angeregt durch 
Hinfliisse anderer Pilze; haufig isol., langsames W. 
(20mm M, 18 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr 
gering, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf 
Bohnenagar, Eiweifabbau sehr kraftig. Gattungs- 
diagnose: Linpav (1910). 


Graphium sp. II 


Keine Artbestimmung méglich (siehe Graphiwm 
sp. 1). Kolonie auf Malz wollig mit tiberlappendem 
Rand, grau, Zonenbildung, Exudat und Geruch 
fehlen, Coremien 250—600 lang, etwa 4,5 yu breit, 
nur aus wenigen Hyphen gebildet, dunkel, oben 
in einen unregelmaBig ausgefransten Pinsel | : 
auslaufend; Conidien glatt, hyalin, elliptisch Abb. 11. Graphiwm sp. I. Coremium. 
bis stabchenformig, 2,2—3,2 x 4,5—8,5 uw, keine 200 x 
Perithecienentwicklung auf 8 versch. Nahrbéden; 

auf Czapek besonders starke Ausbildung einer Sporotrichum-artigen (Chlamydo-?) 
Sporenform, diese an kurzen Tragern (oder terminal an Seitenhyphen?) entstehend, 
elliptisch bis birnenférmig, einzeln oder zu mehreren; glatt, hyalin, 4—5,2 6,8 ju, 
wirkstoffautotroph; schwache Spor., sehr selten isol., sehr langsames W. (14mm M, 
16 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, Ligninverw. gut, Chitinverw. gut, Saure- 
bildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EKiweiBabbau schwach. Gattungs- 
diagnose: Linpav (1910). 


Haplographium fuligineum van Beyma 


Saprophyt, sehr schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol., Fus.culm., Phyt.cact., 
wirkstoffheterotroph, starke Spor., sehr selten isol., sehr langsames W. (9 mm M, 
4mm (z/10 Tg); Starkeverw. gut, Cell. verw. sehr gut, Saurebildung kraftig, 
EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: vaN BryMa (1933). 


Hormiactis candida v. Hohnel (Abb. 12) 


Saprophyt, sehr schwache Spor., sehr selten isol., langsames W. (25 mm M, 18 mm 
Cz/10 Tg); Ligninverw. fehlt, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
FiweiBabbau schwach. Diagnose: v. HOHNEL (1923). 


Humicola grisea Traaen (Abb. 13) 


Syn.: Monotospora daleae Mason. Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Pyth. sp., 
Oph.gram., Phyt.cact., schwache Akt. gegen Rhiz.sol., wirkstoff heterotroph; 


Sporulation nach kurzer Kulturdauer auf Chlamydosporen beschrankt, Sporen haben 
Oo) i) * 
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in unsterilem Boden kurze Lebensdauer (PARK 1955), selten isol., Wachstums- 
geschw. substratabhingig (50 mm M, 15 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut (vgl. auch 
TrrBe 1957), Chitinverw. gut, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. 
Diagnose: TRAAEN (1914). 


Metarrhizium anisopliae Sorokin 


Syn.: Oospora destructor (Metschnik.) Delacr.; Saprophyt, haufig als Parasit auf 
Pyrilla-Arten gefunden, schwache antibiot. Akt. gegen Pyth. sp. und Phyt.cact.; 


Abb.12. Hormiactis candida vy. Hébnel. Ver- Abb.13. PARE 5a Traaen. Sporen 
zweigte Ketten hyaliner, zweizelliger Sporen. einzeln auf stark reduzierten Triigern. 
400 x 400 x 


schwaches saprophytisches Konkurrenzvermégen (HUBER 1958), wirkstoffautotroph; 
sehr starke Spor., sehr langsames W. (15 mm M, 23 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut 
(vgl. auch Porn 1944), Chitinverwertung (nach Huser 1958) gut, Saurebildung 
kraftig, KiweiBabbau kraftig. Diagnose: Lrnpav (1907). 


Microascus cirrosus Curzi 


Saprophyt, sehr starke Spor., haufig isol., aber mit starken Abweichungen des 
Dominanzwertes, sehr langsames W. (13 mm M, 5 mm Cz/10 Tg), daher Zuordnung 
nach makroskop. Merkmalen bei Analysenauswertung nicht immer sicher; sehr hohe 
Sacch.tol., Stiirkeverw. gut, Cell. verw. gut, Siurebildung fehlt, NH,-Bildung auf 
Bohnenagar, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Curzr (1931). 


Monilia pruinosa Cooke et Massee (Abb. 14) 

Saprophyt (vgl. Bayiiss-ExLrorr 1930). Artbestimmung basiert auf der spirlichen 
Originaldiagnose, Vergleichsmaterial konnte nicht herangezogen werden. — 
Starke Spor., Kol. erscheint deutlich ,,bereift‘t, sehr haufig isol., langsames W. 
(29mm M, 17mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; sehr 
geringe Sacch. tol., keine Starkeverw., Cell. verw. gut, Siurebildung fehlt, NH;- 
Bildung auf Bohnenagar, KiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: GiLMAN (1957). 
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Mortierella alpina Peyronel 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Pyth. sp. und Phyt.cact., schwache Akt. 
gegen Rhiz.sol. und Oph.gram; wirkstoffautotroph; sehr schwache Spor. (Czapek), 
keine Spor. auf nahrstoffreichen Substraten, sehr haufig isol., schnelles W. (60 mm 
M, 62 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; sehr geringe Sacch. 
tol., Cell. verw. unter geeigneten Bedingungen nachweisbar (MARsH 1953), Lignin- 
verw. fehlt, Chitinverw. sehr gut, Saurebildung fehlt, Eiweiffabbau schwach. 
Diagnose: LINNEMANN (1941). 


Mortierella exigua Linnemann 


Saprophyt, sehr schwache Spor., Gemmen zahlreich, Gesamtisolierungen zahlreich, 
aber unregelmaBig (starke Schwankungen des Dominanzwertes), Verwechslungs- 
gefahr bei Zuordnung nach 
makroskop. Merkmalen; sehr 
schnelles W. (143mm M,82 mm 
Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, 
Ligninverw. fehlt, Chitinverw. 
sehr gut, Saurebildung fehlt, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau kraftig. Dia- 
gnose: LINNEMANN (1941). 


Mortierella 
polycephala Coemans 


Saprophyt, wirkstoffhetero- 
troph;schwacheSpor.(Czapek), 
keine Spor. auf nahrstoft- Abb.14. Monilia pruinosa Cooke et Massee. Stark 
reichen Substraten, Gemmen sprossende Conidienketten. 375 x 
zahlreich, sehr haufig isol., sehr 

schnelles W. (360 mm M, 101 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, keine Starkeverw., 
Cell. verw. fehlt, Ligninverw. fehlt, Chitinverw. sehr gut, Saurebildung fehlt, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: LINNEMANN (1941). 


Mortierella stylospora Dixon-Stewart 


Saprophyt, wirkstoffautotroph, Sporulation schwach durch Stylosporen (Gemmen), 
haufig isol., sehr schnelles W. (104 mm M, 119 mm (@z/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, 
Ligninverw. fehlt, Chitinverw. sehr gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf 
Bohnenagar, EiweiSabbau schwach. Die Artbestimmung konnte nur auf Grund der 
wenig charakteristischen Stylosporen erfolgen. Die physiol. Merkmale (z. B. 
fehlende Sacch. tol.) sind typisch fiir Mortierella-Arten, Diagnose: LINNEMANN (1941). 


Mucor circinelloides van Tieghem 


Saprophyt, wirkstoffheterotroph; sehr starke Spor., Gemmen, selten isol., schnelles 
W. (110 mm M, 70 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, NH,-Bildung auf Bohnen- 
agar, EiweiBabbau schwach. Diagnose: ZycHa (1935). 


Mucor hiemalis Wehmer 

Saprophyt, starke Spor., sehr haufig isol., Wachstum auf Malz sehr schnell (250 mm/ 
10 Tg); hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; Cell. verw. gut (vgl. auch Marsi 
1953), Ligninverw. fehlt, Chitinverw. sehr gut, Saurebildung kraftig, NH,- Bildung 
auf Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: ZycuHa (1935). 
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Mucor racemosus Fres. 


Saprophyt, wirkstoffautotroph; starke Spor., Gemmen, selten isol., sehr schnelles W. 
(222 mm M, 300 mm Cz/10 Tg); der Pilz ging fiir die weiteren Untersuchungen leider 
verloren. Diagnose: ZycuHa (1935). 


Mucor ramannianus Moller 


Saprophyt, starke Verbreitung in sauren Boden (SEwWELL and Brown 1959), 
schwache Spor., Gemmen; sehr selten isol., schnelles W. (55 mm M, 42 mm Cz/10Tg); 
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Abb.15. Mycotypha dichotoma Wolf. Dichotom Abb.16. Paecilomyces sp. I. Conidienketten 
verzweigter Conidientriiger. 333 x und -képfehen, 450 x 


Cell. verw. fehlt, Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, Saurebildung kraftig, 
EiweiBabbau kraftig. Diagnose: ZycHa (1935). 


Mycotypha dichotoma Wolf (Abb. 15) 


Syn.: Plicaria fulva Schneider stat. con.; Saprophyt, starke Spor., sehr selten isol., 
aber sehr haufig auf frisch gedampfter Erde, sehr schnelles W. (285 mm M, 230 mm 
Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt; Stairkeverw. gut, Cell. verw. gut, Ligninverw. fehlt, 
Saurebildung fehlt, EKiweiBabbau kraftig. Der hier vorliegende Pilz wurde von 
SCHNEIDER (1954) Plicaria fulva als Nebenfruchtform zugeordnet. Die Gattungs- 
zugehorigkeit der Nebenfruchtform blieb bei SCHNEIDER ungeklart. Die von Wor 
(1955) fiir M. dichotoma gegebene Diagnose trifft fiir unseren Pilz zu; sie wird 
unter anderem vorgezogen, weil die Hauptfruchtform P. fulva auf dem hier unter- 
suchten Boden nicht beobachtet werden konnte. Diagnose: WouF (1955) 


Oidiodendron griseum Robak 


Saprophyt, schwache antibiot. Akt. gegen Pyth. sp. und Phyt. cact.; starke Spor., 
sehr selten isol., sehr langsames W. (6mm M, ~ 2 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr 
gering, Starkeverw. gut, Cell. verw. sehr gut, Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, 


Saurebildung kraftig, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Ropak (1932), Menin 
u. NANNFELDT (1934). 
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Oospora sulphurea (Preuss.) Sacc. et Voglino 


Saprophyt; Artbestimmung basiert auf den minimalen Angaben bei Lrnpau 
(1907), Vergleichsmaterial stand nicht zur Verfiigung. — Starke Spor., haufig isol., 
(vgl. auch Szmvinyr 1941; TResner et al. 1954), langsames W. (37 mm M, 17 mm 
Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, Cell. verw. sehr gut, Chitinverw. fehlt, Saurebildung 
fehlt, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Linpav (1907). 


Paecilomyces sp. I (Abb. 16) 


Nach Mitteilung von Smrrx (1958) diirfte es sich um eine neue Art handeln. Die 
Untersuchungen sind noch nicht endgiiltig abgeschlossen. — Starke Spor., sehr 
selten isol., sehr langsames W. (13 mm M, 8mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweifSabbau sehr kraftig. Gattungsdiagnose : 
Brown u. SmirH (1957). 


Paecilomyces sp. II 


Wahrscheinlich neue Art (vgl. Paecilomyces sp. I). — Wirkstoffautotroph; sehr 
schwache Spor., haufig und mit relativ geringen Abweichungen vom Dominanzwert 
isol., schnelles W. (77 mm M, 83 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, Cell. verw. 
sehr gut, Chitinverw. gut, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau kraftig. Gattungs- 
diagnose: Brown u. SmrrH (1957). 


Papularia sphaerosperma (Pers.) v. Hohnel 


Saprophyt, in Habitus und Sporulation innerhalb verschiedener Staémme (Arten?) 
stark heteromorph, jeweils aber in einigen Merkmalen typisch fiir P. sphaerosperma, 
schwache Spor., selten isol., Wachstum zum Teil sehr langsam (19 mm M, 9mm 
Cz/10 Tg), zum Teil sehr schnell (128 mm M, 92mm Cz/10 Tg), Saurebildung 
kraftig, EiweiBabbau schwach. Diagnose: Mason (1933). 


Penicillium albo-aurantium G. Smith 


Saprophyt, wirkstoffautotroph, starke Spor., haufig isol., aber mit sehr starken 
Abweichungen des Dominanzwertes, langsames W. (22 mm M, 35 mm Cz/10 Tg); 
Chitinverw. sehr gut, Saurebildung sehr kraftig, EiweiBabbau kraftig (Gelatine- 
verfliissigung negativ?) Diagnose: Smrrx (1957). 


Penicillium brevi-compactum Dierckx 


Saprophyt, schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz. sol. und Oph. gram. (griidliche 
biochem. Bearbeitung, vgl. Raper u. THOM 1949), sehr starke Spor., selten isol., 
sehr langsames W. (10 mm M, 5mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol., Starkeverw. 
gut, Cell. verw. gut, Chitinverw. fehlt, Tanninverw. gut, Saurebildung kraftig, 
EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: RAPER u. THOM (1949). 


Penicillium charlesii Smith 

Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., schwache Akt. gegen Pyth. sp. 
und Oph.gram., (griindliche biochem. Bearbeitung, vgl. RAPER u. THom 1949); 
wirkstoffautotroph, starke Spor., sehr selten isol., sehr langsames W. (18 mm M, 
19mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol., Ligninverw. fehlt, Saurebildung sehr 
kraftig, EiweiBabbau schwach. Diagnose: Raper u. THom (1949). 


Penicillium citrinum Thom 

Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Oph.gram. und Pyth. sp., schwache Akt. 
gegen Rhiz. sol. und Phyt.cact., Entwicklung in O,-armer Atmosphare mdglich, 
wirkstoffheterotroph, schwache Spor., sehr haufig isol., sehr langsames W. (22 mm M, 
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8 mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol., Chitinverw. fehlt, Tanninverw. gut, Saure- 
bildung sehr kraftig, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: RapER u. THOM (1949). 


Penicillium corylophilum Dierckx 


Saprophyt, gute Entwicklung unter anaeroben Bedingungen méglich, starke 
Sporulation, selten isol., sehr langsames W. (14 mm M, 18 mm Cz/10 Tg); Tannin- 
verw. gut, Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: 
Rarer u. THom (1949). 


Penicillium cyclopium Westling 

Saprophyt, gelegentlich parasitisch an Liliaceen-Zwiebeln bei der Lagerung, starke 
antibiot. Akt. gegen Pyth. sp. und Phyt.cact., schwache Akt. gegen Oph.gram.; 
gute Entwicklung in O,-armer Atmosphire méglich, sehr starke Spor., haufig isol., 
schnelles W. (49 mm M, 25 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. gut, Cell. verw. gut, Tannin- 
verw. gut, Saurebildung sehr kraftig, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: RaPER 
u. THom (1949). 


Penicillium diversum Raper et Fennell 


Saprophyt, schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol., gegen andere Testpilze fraglich 
(Stammesunterschiede) ; wirkstoffheterotroph; starke Spor., selten isol., langsames 
W. (25mm M, Spuren auf Cz/10 Tg); Chitinverw. fehlt, Saurebildung kraftig, 
EiweiBabbau schwach. Diagnose: RAPER u. THOM (1949). 


Penicillium expansum (Link) Thom 


Saprophyt, sehr haufig als Wundparasit an gelagertem Obst, sowie an keimenden 
Gersten- und Roggenkérnern (Malzbereitung), schwache antibiot. Akt. gegen Pyth. 
sp., Oph.gram. und Phyt.cact. (vgl. auch ANsLow et al. 1943); sehr starke Spor., 
haufig isol., aber mit sehr starken Abweichungen des Dominanzwertes. Schnelles W. 
(42mm M, 32 mm Cz/10Tg); sehr hohe Sacch. tol., Starkeverw. gut, Cell. verw. gut: 
Saurebildung sehr kraftig, Eiwei8abbau kraftig (Caseinabbau negativ). Diagnose, 
Raper u. THom (1949). 


Penicillium frequentans Westling 
Saprophyt, starke Spor., selten isol., langsames W. (42 mm M, 25 mm Cz/10 Tg); 


Cell. verw. gut, Ligninverw. fehlt, Tanninverw. gut, Saurebildung sehr kraftig, 
KiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Raper u. THOM (1949), 


Penicillium godlewskii Zaleski 
Saprophyt, starke Spor., selten isol., sehr langsames W. (7 mm M, 2mm Cz/10 Tg), 


hohe Sacch. tol., Ligninverw. gut, Siurebildung fehlt, EiweiBabbau schwach. 
Diagnose: Raper u. THom (1949). 


Penicillium janthinellum Biourge 


Saprophyt, schwache Spor., selten isol., langsames W. (37 mm M, 18 mm Cz/10 Tg); 
Cell. verw. gut, Chitinverw. fehlt, Saurebildung kraftig, EiweiBabbau schwach. 
Diagnose: Rarer u. THom (1949). 


Penicillium lanoso-coeruleum Thom 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol. und Phyt.cact., schwache Akt, 
gegen Pyth. sp. und Oph.gram.; wirkstoffautotroph, starke Spor., selten isol., 
schnelles W. (37 mm M, 54 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. gut, Cell. verw. gut, Lignin- 
verw. gut, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau schwach. Diagnose: Raper u. THom 
(1949). 
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Penicillium lilacinum Thom 


Saprophyt, schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol., zanehmende Verbreitung mit 
steigender (= 40 cm) Bodentiefe (GumLLEMAT u. Monréaut 1956), hohe Toleranz 
gegen die verschiedensten Chemikalien (vgl. RAPER u. THOM 1949) schwache Spor., 
sehr selten isol., langsames W. (83 mm M, 25 mm Cz/10 Tg); Chitinverw. sehr gut, 
Saurebildung fehlt, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: RAPER u. THom (1949). 


Penicillium nigricans (Bainier) Thom 

Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., Rhiz.sol., Pyth. sp. und Oph.gram. 
Reduziert bei Anreicherung im Boden die Schadwirkung von Thielaviopsis basicola 
um etwa 30°/, (Martin et al. 1956). Bedingungen der Griseofulvin-Produktion von 
Wriacut (1955) untersucht; starke Spor., sehr haufig und mit geringen Abweichun- 
gen des Dominanzwertes isol., Vorkommen nur in den obersten Bodenschichten, 
Steigerung des CO,-Gehaltes auf > 5°/, wirkt hemmend (BurGus u. Fenton 1953), 
sehr langsames W. (18 mm M, 12 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidtoleranz im Boden; 
sehr hohe Sacch. tol., Starkeverw. gut, Cell. verw. gut, Tanninverw. gut, Saure- 
bildung schwach, EiweiSabbau sehr kraftig. Diagnose: RAPER u. THom (1949). 


Penicillium roseo-purpureum Dierckx 

Saprophyt. wirkstoffheterotroph; starke Spor., selten isol., sehr langsames W. 
(22mm M, 6mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. gut, Cell. verw. fehlt, Saurebildung fehlt, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: Raper u. THOM 
(1949). 

Penicillium rubrum Stoll 

Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., schwache Akt. gegen Rhiz.sol., 
Pyth. sp., Oph.gram. und Fus.culm., starke Spor., sehr selten isol., langsames W. 
(30 mm M, 15 mm Cz/10 Tg); Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, Tanninverw. gut, 
Saurebildung sehr kraftig, EiweiSabbau schwach. Diagnose: Rarer u. THOM (1949), 


Penicillium solitum Westling 

Saprophyt, starke Spor., sehr selten isol., schnelles W. (50mm M, 30mm 
Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Ligninverw. gut, Tanninverw. gut, Saurebildung sehr 
kraftig. EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Raper u. THom (1949). 


Penicillium variabile Sopp 

Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Pyth. sp. und Phyt.cact.; starke Spor., sehr 
haufig isol., sehr langsames W. (14mm M, 11 mm Cz/10 Tg); Ligninverw. fehlt, 
Chitinverw. fehlt, Tanninverw. gut, Saurebildung sehr kraftig, KiweiBabbau sehr 
kraftig. Diagnose: Raper u. THom (1949). 


Penicillium vermiculatum Dangeard 


Saprophyt, schwache antibiot. Akt. gegen Rhiz. sol., Oph. gram., Phyt. cact. und Pus. 
culm.; starke Spor., selten isol., langsames W. (47 mm M, 21 mm Cz/10 Tg); Cell. 
verw. sehr gut, Saurebildung sehr kraftig, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: 
Rarer u. THom (1949). 


Penicillium wortmanni Klocker 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., starke Spor., haufig isol., sehr 
langsames W. (17mm M, 12mm Cz/10 Tg); Starkeverw. gut, Cell. verw. gut, 
Chitinverw. fehlt, Saurebildung sehr kraftig, EiweiSabbau sehr kraftig. Diagnose: 


Raper u. THom (1949). 
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Perisporium vulgare Corda 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol. und Oph.gram., schwache Akt. 
gegen Pyth. sp. und Phyt.cact.; Anregung der Fruktifikation durch Fremdpilze; bei 
langerer Kulturdauer erlischt Fruktifikationsvermégen, wirkstoffautotroph; sehr 
schwache Spor., selten isol., langsames, substratabhangiges W. (10 mm M, 34 mm 
Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, keine Starkeverw., Ligninverw. sehr gut, Saurebildung 
fehlt, EiweiBabbau kraftig (Caseinabbau negativ!). Diagnose: WINTER (1887). 


Petriella asymmetrica Curzi 


Saprophyt, gelegentlich pathogen (?) an Tomatenwurzeln (EBBEN u. WILLIAMS 
1956), starke antibiot. Akt. gegen Rhiz.sol. und Oph.gram., schwache Akt. gegen 
Phyt.cact., wirkstoffautotroph; starke Spor. (Nebenfruchtform), selten isol., sehr 
langsames W. (15mm M, 23 mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf 
Bohnenagar, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Curzrt (1931b). 


Phoma hibernica Grimes, O’Connor et Cummins 


Saprophyt, starke Spor., sehr selten isol., schnelles W. (57 mm M, 46 mm Cz/10 Tg); 
Ligninverw. gut, Chitinverw. fehlt, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau schwach. 
Diagnose: GinMAN (1957). 


Phoma sp. I 


Keine Artbestimmung, da in kiinstl. Kultur morph. nicht besonders difterenziert, bei 
Isolaten aus dem Boden muB8 vorlaufig auch die Gattung Phyllosticta in Betracht 
gezogen werden; wohl ,,Kinwanderer™. Auf Malzagar glatte Kolonie mit gedrun- 
genem Rand, braunlich (ic 2), Substrat gelbbraun gefirbt, auf Czapek glatt- 
striahnig mit diffusem Rand, grau bis dunkelbraun (pn 4—li 4), Zonenbildung, 
Exudat und Geruch fehlen; PycnidiengréBe substratabhangig: auf Czapek @ 220 
(110—270) uw, auf Malz @ 310 (140—470) w, dicht gedrangt, auf Haferfl. @ 350 
(200—550) yw, glatt, dicht in das Substratmycel eingewoben, unregelmaBig rund, 
1—2 Offnungen; Sporen kurz zylindrisch bis elliptisch, hyalin 2 x 3,5—5 y, glatt, 
einzellig. Starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., schwache Akt. gegen Rhiz. sol. und 
Oph.gram., wirkstoffautotroph, starke Spor., sehr selten isol., substratabhingiges W. 
(11mm M, 61mm Cz/10 Tg); Cell. verw. sehr gut, Ligninverw. sehr gut, Saure- 
bildung fehlt, NH;-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Gattungs- 
diagnose: Grove (1935). 


Phoma sp. Il 


Keine Artbestimmung (vgl. Phoma sp. J). Auf Malzagar wollige Kolonie mit regel- 
miBigem Rand, Mycel im Zentrum wiBrig dem Substrat aufliegend, Zentrum 
schwarz, nach dem Rand in grau tibergehend, Unterseite hell- bis dunkelbraun 
(pl 5 im Zentr., ic 2 am Rand), auf Czapek (pl 3, Unterseite pi 3), schwache Zonen- 
bildung, Exudat und Geruch fehlen, Pyenidienbildung und -gréBe substratabhangig: 
auf Haferflockenagar sektorenweise sehr gute Sporulation: Pyeniden-@ 370 
(200—550) , auf Malz gute Spor.: @ 460 (340—550) wz, auf Czapek keine Spor., Spo- 
ren kurz zylindrisch bis elliptisch, hyalin, 1,5 x 2,8—5,5 u, glatt, einzellig; wirk- 
stoffautotroph, sehr selten isol., langsames W. (31mm M, 28mm Oz/10 Tg), 
Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau 
kraftig. Gattungsdiagnose: GRovE (1935). 


Phoma sp. III 


Keine Artbestimmung (vgl. Phoma sp. I). Auf Malzagar im Zentrum stark, zum 
Rand abnehmend wollig, schwarzgrau, Unterseite schwarz, auf Czapek mit stark 
diffusem Rand, Unterseite schwarzgriin. Deutliche Zonenbildung auf Malz, Exudat 
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fehlt, Geruch (auf Malz) schimmelig; Pycnidienbildung und -gréfe substratabhan- 
gig: auf Czapek Pycnidien zahlreich, eingebettet in Mycelfilz, 2 210 (140—280) wu, 
auf Haferflockenagar Pycnidien zahlreich, @ 220 (140—340) uw, auf Malzagar un- 
deutliche Spor., Pyenidien @ etwa 380 (270—540) uw in unregelmaBiger Form. 
Sporen elliptisch, hyalin, 2 x 4 wu, glatt, einzellig; selten isol.; schnelles W. (77 mm 
M, 51mm Cz/10 Tg), Cell. verw. gut, Ligninverw. gut, Saurebildung schwach, 
EiweiBabbau schwach. Gattungsdiagnose: GROVE (1935). 


Phoma sp. IV 


Keine Artbestimmung (vgl. Phoma sp. J). Auf Malzagar im Zentrum stark, zum 
Rand abnehmend wollig, schwarz, Unterseite schwarz, auf Czapek Rand etwas 
diffus, kein submerser Saum, Zonenbildung; 
Exudat und Geruch fehlen; Pyenidienbildung 
nur auf Haferflockenagar, stark eingesenkte 
Gehause, @ etwa 250 uw, Sporen elliptisch, 
hyalin, 2 x 3,5, glatt, einzellig, auf Czapek 
Mycelzerfall in dunkle (Chlamydo-?) Sporen, 
etwa 6,5 x 12 4, sehr haufig isol., schnelles W. 
(87 mm M, 68 mm Cz/10 Tg); Ligninverw. gut, 
Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnen- 
agar, EiweiBabbau schwach. Gattungsdiagnose: 
GROVE (1935). 


Phomopsis sp. 


Einordnung in diese Gattung erfolgt mit Vor- 
behalt. Typisch sind die Pycnidien ohne 
Miindung und die 2 verschiedenen Sporen- 
formen. Kolonie auf Malzagar stark wollig, 
schmutzig-weiBlich (ca 1), auf Czapek wollig, 
weiB, in Strangen, Zonenbildung, Exudat und 
Geruch fehlen. Pyenidien glatt, dunkel, rund, 
@ etwa 200 bis 300 LM, ohne Offnung, Sporen in Abb.17. Pleiochaeta setosa (Kirchner) 
zweierlei GréBe: a) lange, mehrzellige, hyaline Hughes. Frei am Mycel gebildete 
Sporen 4 x 35 (25—49) w mit abgerundeten Sporen mit langen Fortsitzen. 225 x 
Enden, zum Teil etwas gekriimmt; b) kurze, 

stabchenférmige, einzellige, hyaline Sporen 2—3 x 5—8y. Hyphen neigen 
auf Czapek zu chlamydosporenartiger Abrundung und zu Zerfall. Zuordnung 
nach makroskop. Merkmalen bei Analysenauswertung unsicher. Schwache antibiot. 
Akt. gegen Rhiz.sol., wirkstoffautotroph, sehr schwache Spor., sehr selten isol., 
langsames W. (35mm M, 36 mm Cz/10 Tg); auf Zuckeragar mit 40°/, Saccharose 
prachtig roter Farbstoff in das Substrat ausgeschieden, Cell. verw. gut, Ligninverw. 
sehr gut, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Gattungsdiagnose: 
GROVE (1935). 


Pleiochaeta setosa (Kirchner) Hughes (Abb. 17) 


Parasit (pathogen an Lupine), wohl ,.Einwanderer‘‘, schwache antibiot. Akt. gegen 
Pyth. sp., schwache Spor., sehr selten isol., schnelles W. (77 mm M, 55 mm Cz/10Tg); 
Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Diagnose: 
Hueuess (1951 a). 

Pseudeurotium zonatum van Beyma (Abb. 18) 


Saprophyt, gute Entwicklung in O,-armer Atmosphare méglich, relativ starke 
Fruktifikation (Asci), haufig isol., aber mit sehr starken Abweichungen des 


330 Kuaus H. Domscu: 


Dominanzwertes, Verwechslungsgefahr bei alleiniger Zuordnung nach makroskop. 
Merkmalen; sehr langsames W. (18 mm M, 14 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, Cell. 
verw. gut, Sdurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, Eiweifabbau sehr 
kraftig. Diagnose: van Bryma (1937). 


Pullularia pullulans (de Bary et Low) Berkh. 

Syn.: Dematium pullulans de Bary et Low, Saprophyt, wirkstoffautotroph, starke 
Spor., Gesamtisolierungen sehr zahlreich, aber unregelmafig (starke Schwankungen 
des Dominanzwertes), langsames W. (37 mm M, 33 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicid- 
toleranz im Boden; Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, Saurebildung kraftig, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EKiweiBabbau sehr kraftig. Dia- 
gnose: GILMAN (1957). 


Pyrenochaeta sp. 


Keine Artbestimmung, da in 
kiinstl. Kultur nicht geniigend 
gut differenziert. Auf Malzagar 
Kol. schwach wollig, grau, mit 
dunklen Pycnidienzonen (ca 2), 
Unterseite (li 2), Mycel auf Czapek 
dimn, glatt mit regelmaBigem 
Rand; Exudat und Geruch fehlen; 
Pyenidien @ 180—220 u (zum 
Teil auch kleiner), dunkel, mit 


deutlicher Offnung, stark borstig Abb.18. Pseudeurotium zonatum van Beyma. 
Lange 130—180 x 5u , sehr cute Aufgebrochenes Perithecium mit Ascosporen. 400 x 
fo} I to} 


Spor. auf  Haferflockenagar., 
Sporen etwa 2 x 4—4,5 yu, elliptisch, glatt, einzellig; wirkstoffautotroph, starke 
Sporulation, sehr haufig isol., langsames W. (30mm M, 30mm Cz/10 Tg); Cell. 
verw. gut, Ligninverw. sehr gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
KiweiBabbau sehr kraftig. Gattungsdiagnose: Grove (1935) 


Rhizoctonia solani Kithn 

Hauptfruchtform: Pellicularia filamentosa (Pat.) Rogers, Parasit, geringes sapro- 
phytisches Konkurrenzvermégen (Rao 1959 u.a.), wirkstoffautotroph, deutliche 
Unterschiede in der CO,-Toleranz verschiedener Staémme (DURBIN 1959), Sklerotien- 
bildung, sehr haufig isol., sehr schnelles W. (360 mm M, 470 mm Cz/10 Tg); hohe 
Fungicidempfindlichkeit im Boden; Sacch. tol. sehr gering, Cell. verw. sehr gut 
(vgl. auch Kon~mryer 1956), Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau 
sehr schwach. Diagnose: (u.a.) WALKER (1950). 

Rhizopus nigricans Ehrenberg 

Saprophyt, gute Entwicklung in O,-freier Atmosphire méglich, starke Spor., 
haufig und mit relat. geringen Abweichungen des Dominanzwertes isol., sehr schnel- 
les W. (534mm M, 258 mm Cz/10 Tg); hohe Fungicidempfindlichkeit im Boden; 
Sacch. tol. sehr gering, Chitinverw. sehr gut, Saurebildung schwach, NH,-Bildung 
auf Bohnenagar, KiweiBabbau kraftig. Diagnose: Zycua (1935) 


Scopulariopsis brumptii Salvanet-Duval 
Saprophyt, wirkstoffautotroph; sehr starke Spor., sehr selten isol., sehr langsames 
W. (11 mm M, 13 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. gut, Stirkeverw. gut, Cell. verw. gut, 


Ligninverw. sehr gut, Siurebildung fehlt, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: SALVANET- 
Dvuvat (1935). 
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Scopulariopsis fusca Zach 


Saprophyt, wirkstoffautotroph, starke Spor., haufig und mit relativ geringen Ab- 
weichungen des Dominanzwertes isol., langsames W. (28 mm M, 30 mm Cz/10 Tg); 
sehr hohe Sacch. tol., keine Starkeverw., Chitinverw. fehlt, Saurebildung fehlt, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: ZacH (1934). 


Scopulariopsis stercoraria (Link) Hughes 


Syn.: S.brevicaule (Sace.) Bain., Saprophyt, bevorzugt eiweiBreiche Substrate 
(SmirnH 1954), reduziert As-Verbindungen zu AsH3, wirkstoffautotroph, sehr starke 
Spor., sehr haufig und mit geringen Abweichungen des Dominanzwertes isol., 
langsames W. (20 mm M, 41 mm Cz/10 Tg); sehr hohe Sacch. tol., Ligninverw. gut, 
Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, KiweiBabbau kraftig. Diagnose: 
Raper u. THom (1949), Benennung: Hueuss (1958). 


Sepedonium chrysospermum (Bull.) Fries 


Saprophyt, Conidienbildung in kiinstlicher Kultur bald erloschen, Chlamydosporen 
zahlreich, sehr selten isol., sehr langsames W. (26 mm M, 12 mm Cz/10 Tg); Sacch. 
tol. fehlt, Cell. verw. gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau sehr kraftig. Diagnose: Lrypav (1907). 


Sordaria fimicola (Rob.) Ces. et de Not. 


Saprophyt (coprophil), wirkstoffautotroph, starke Fruktifikation, sehr selten isol., 
sehr schnelles W. (354 mm M, 345 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, Cell. verw. 
gut, Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau kraftig. 
Diagnose: Carn (1934), Munk (1957), vgl. auch Mornav (1953). 


Sphaeronema sp. 


Keine Artbestimmung, da in kiinstl. Kultur nicht geniigend gut differenziert. Auf 
Malzagar wollige Kolonie mit regelmaBigem Rand, braunlich (le 3) bis braun- 
violett (nl 5), auf Czapek Kolonierand etwas diffus, Farbe dunkelolivgriin. Zonen- 
bildung auf Malz deutlich; Exudat und Geruch fehlen; Pyenidien @ auf Malz 
330—440 w, auf Czapek @ 250—300 uw, stark behaart mit Offnung, geschnabelt; 
Sporen 2,9 x 4(3—5) yw, elliptisch, glatt, hyalin, einzellig; wirkstoffautotroph ; 
starke Spor., sehr selten isol., schnelles W. (77 mm M, 78 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. 
gut, Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau schwach, Gattungsdiagnose: 
GROVE (1935). 


Sporormia minima Auersw. 


Saprophyt (coprophil), wirkstoffautotroph, sehr schwache Spor., bei langerer 
Kulturdauer erlischt Fruktifikationsvermégen, sehr selten isol., sehr langsames W. 
(17 mm M, 23 mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, NH;-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau kraftig (Caseinabbau negativ). Die morpholog. Merkmale stimmen 
weitgehend, aber nicht vollstandig mit der Diagnose iiberein. Diagnose: Munk 
(1957). 

Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) Hughes (Abb. 19) 


Syn.: S.alternans Bon., S.atra Corda, Synsporium biguttatum Preuss. Saprophyt, 
schwache antibiot. Akt. gegen Oph.gram., reduziert bei Anreicherung im Boden 
Schadwirkung von Thielaviopsis basicola um etwa 30°/, (Martin et al. 1956). 
Starke Spor., die durch andere Pilze unterdriickt werden kann (vgl. Smrru 1954); 
bevorzugt obere (opt. 5—10 cm) Bodenschichten (GurtLeMAT u. Monréeut 1956), 
sehr selten isol., langsames W. (39 mm M, 31 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut (vgl. 
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Bonen 1953, Karrova-Benva 1954, KoHLMEYER 1956, TrrBE 1957). Chitinverw. 
gut, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: BrsBy (1943). Benennung: HUGHES (1958). 


Stemphylium verruculosum Zimmermann 


Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Oph.gram. und Phyt.cact., schwache Akt. 
gegen Rhiz.sol.; wirkstoffautotroph; starke Spor., sehr selten isol., Wachstums- 
geschwindigkeit substratabhangig (17 mm M, 68 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. gut, 
Cell. verw. gut (vgl. auch Bonen 1953, 
Rayss 1950), Ligninverw. sehr gut, Chitin- 
verw. gut, Saurebildung fehlt, NH;-Bil- 
dung auf Bohnenagar, EiweiBabbau 
kraftig (kein Caseinabbau), Diagnose: 
GILMAN (1957), Rayss (1950). 


Thielaviopsis basicola 
(Berk et. Br.) Ferraris 


Parasit, starke Spor. (Conidien und 
Chlamydosporen), sehr selten  isol., 
Wachstumsgeschwindigkeit substratab- 
hangig (59mm M, 29 mm (z/10 Tg); 
Sacch. tol. fehlt, Chitinverw. fehlt, 
Saéurebildung fehlt. Diagnose: vegl. 
TrppeEns (1934). 


Tilachlidium tomentosum 


Abb. 19. Stachybotrys chartarum (Ehvenb.) (Schrad.) Lindau 
Hughes. Conidientriger mit Krone von Ns 
Phialiden. 400 x Saprophyt, wirkstoffautotroph; sehr 


starke Spor.,sehr haufigisol.,langsamesW. 
(22mm M, 40 mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, NH;-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau kraftig. Die morphol. Merkmale stimmen weitgehend, aber nicht 
vollstandig (Sporenmafe) mit der Beschreibung tiberein. Diagnose: Lrnpav (1910). 


Trichocladium asperum Harz 


Syn.: Dicoccum asperum (Corda) Lindau, Saprophyt, starke Spor., selten isol., 
schnelles W. (52mm M, 35 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. sehr gut, Chitinverw. sehr 
gut, Saéurebildung schwach, EiweiBabbau kraftig. Diagnose: HuGums (1952), 
GROVES u. SKOLKO (1946). 


Trichoderma viride Pers. ex Fr. 


Hauptfruchtform: Hypocrea rufa (Pers.) Fr., Syn.: 7’. koningi Oud., 7. lignorwm 
(Tode) Harz. Saprophyt, bei tibermaBiger Anreicherung im Boden pflanzenschadi- 
gend; bevorzugt saure Substrate und obere (opt. 5 em) Bodenschichten (GuILLEMAT 
u. Monr&eur 1956), Entwicklung in O,-freier Atmosphire méglich, wirkstoff- 
heterotroph; starke Spor., Sporen bleiben (nach Park 1955) in unsterilem Boden 
nur kurze Zeit lebensfaihig, Bildung von Chlamydosporen, sehr haufig isol., Wachs- 
tumsgeschwindigkeit substratabhingig (200 mm M, 85 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. 
sehr gering, Starkeverw. gut, Cell. verw. sehr gut, Chitinverw. gut, Saiurebildung 
fehlt, KiweiBabbau fehlt. Diagnose: BrsBy (1939). 


Trichosporon cutaneum (de Beurm., Gougerot et Vaucher) Ota 


Saprophyt, kein Girvermégen, keine Nitratreduktion, starke Sporulation (Uber- 
gang zur Sprossung), selten isol., schnelles W. (56 mm M, 39 mm Cz/10 Tg); Saech. 
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tol. fehlt, Chitinverw. fehlt, Saéurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EHiweiabbau schwach. Diagnose: LoppER u. Krecer-van Ris (1952). 


Trichosporon sp. I (Abb. 20) 


Nach Mitteilung von WinpiscH (1959) mit den bisher bekannten Arten nicht 
identisch. Die Untersuchungen sind noch nicht endgiiltig abgeschlossen. Wirkstoff- 
heterotroph; starke Spor. (Sprossung), sehr selten isol., sehr langsames W. (20 mm 


Rs . 
He, ; 


fa 


MESS Boos say a tans a ~~ 
Abb.20. Trichosporon sp. I. Blastosporen. 
50 x mit Blastosporen. 160 x 


M, 11 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, keine Starkeverw., Cell. verw. fehlt, Chitin- 
verw. fehlt, auf Starkeagar baumartig verastelte Kol., Cell. verw. fehlt, Saure- 
bildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, Eiweifabbau schwach. 


Trichosporon sp. II (Abb.21) 


Der Pilz scheint eine Mittelstellung zwischen Geotrichum und T'richosporon ein- 
zunehmen und nach Mitteilung von Wrnpisc# (1959) mit bisher bekannten Arten 
nicht identisch zu sein. Die Einordnung an dieser Stelle erfolgt also nur unter 
Vorbehalt. Die Untersuchungen werden noch fortgefiihrt. — Wirkstoffheterotroph, 
starker Mycelzerfall, haufig und mit relativ geringen Abweichungen vom Dominanz- 
wert isol., langsames W. (26mm M, 20mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, keine 
Stiirkeverw., Cell. verw. fehlt, Ligninverw. fehlt, Chitinverw. fehlt, Saurebildung 
fehlt, NH;-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. 


Trichothecium roseum Link 


Saprophyt, keine antibiot. Akt. gegen 5 Testpilze, jedoch Hemmung von Colleto- 
trichum lagenarium durch Trichothecin in vitro (VOROS 1958) und Forderung von 
Fusarium oxysporum var. cubense im Boden (HEssayON 1951); wirkstoffheterotroph, 
sehr starke Spor., sehr selten isol., schnelles W. (67 mm M/10 Tg, auf Cz stark 
diffus); Sacch. tol. gut, Starkeverw. gut, Cell. verw. sehr gut (vgl. auch Kont- 
mMnveER 1956), Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau sehr 
kraftig. Diagnose: LInDAU (1907). 
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Verticillium albo-atrum Reinke et Berthold 


Parasit (Welkeerkrankungen), wirkstoffautotroph; Grenze der CO,-Toleranz 
< 20°/, CO,-Anteil (DuRBIN 1959); starke Spor., sehr selten isol., langsames W. 
(36 mm M, 48 mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Ligninverw. gut, Saurebildung fehlt, 
NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau fehlt. Diagnose: Lrypavu (1907), 
van Bryma (1939/40). 


Verticillium dahliae Klebahn 


Parasit, starke antibiot. Akt. gegen Pyth. sp., Phyt.cact. und Oph.gram., geringes 
saprophytisches Konkurrenzvermégen (Rao 1959), wirkstoffautotroph, starke 
Sporulation, Chlamydosporen, sehr selten isol., langsames W. (19 mm M, 30 mm 
Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, Saurebildung fehlt, NH;-Bildung auf Bohnen- 
agar, EiweiBabbau schwach. Diagnose: vaN BrEyMA (1939/40). 


Verticillium dahliae var. zonatum van Beyma 


Saprophyt (?), starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., schwache Akt. gegen Oph. 
gram.; wirkstoffautotroph, starke Spor., Chlamydosporen, sehr haufig isol., sehr 
langsames W. (17 mm M, 24mm Cz/10 Tg); Cell. verw. gut, Saurebildung fehlt, 
EiweiBabbau sehr kraftig. Bei dem Vergleich von Subkulturen und der Beobachtung 
des Pilzes auf verschiedenen Substraten erscheint es fraglich, ob die Abtrennung der 
Unterart geniigend sicher begriindet ist. Diagnose: van BryMa (1939/40). 


Verticillium lateritium (Ehrenberg ex Fr.) Rabenhorst 


Syn.: V.cinnabarinum (Cda.) Reinke et Berth. Hauptfruchtform: Nectria inventa 
Peth., Saprophyt, starke antibiot. Akt. gegen Phyt.cact., schwache Akt. gegen 
Oph.gram., wirkstoffautotroph; starke Spor., sehr haufig und mit geringen Ab- 
weichungen des Dominanzwertes isol., schnelles W. (68 mm M, 90 mm Cz/10 Tg); 
keine Starkeverw., Cell. verw. gut, Ligninverw. sehr gut, Chitinverw. gut, Saure- 
bildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau schwach. Diagnose: 
Lrypav (1907), Huauss (1951b). 


Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas 


Syn.: Cephalosporium lecanii Zimm., Saprophyt, als Parasit auf Lecanium viride 
(vgl. Percu 1924), schwache antibiot. Akt. gegen Oph.gram., wirkstoffautotroph; 
schwache Spor., sehr selten isol., sehr langsames W. (21 mm M, 20 mm Cz/10 Tg); 
Cell. verw. gut, Chitinverw. sehr gut, Siurebildung schwach, EiweiBabbau kraftig. 
Diagnose: Prtron (1924). 

Verticillium sp. (Abb. 22) 

Mit keiner der (bis 1957) beschriebenen Arten zu identifizieren. Nach Mitteilung 
von VAN BEVERWIJK (1959) ist auch die Gattung Phialophora fiir diesen Pilz in 
Betracht zu ziehen. Es fehlt allerdings auch in dieser Gattung die unzweideutige 
Ubereinstimmung mit beschriebenen Arten. Auf Malzagar wollig bis schwach 
strahnig, etwas tiberlappender Kolonierand, weil, Verzweigung der Conidientrager 
haufig regelmaBig wirtelig, Sporen glatt, hyalin, einzellig, unregelmaBig elliptisch 
bis schiffchenformig, 2—4 x 8,5—11 yw, starke Spor., sehr selten isol., langsames W. 


(25mm M, 13mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. sehr gering, Siurebildung fehlt, NH,- 
Bildung auf Bohnenagar, EiweiBabbau sehr kraftig. 


Volutella ciliata (Alb. et Schwein.) Fries 


Saprophyt, unter besonderen Bedingungen parasitisch an Luzerne (CHmLTon 1953, 
1954) und Tomatenwurzeln (EBBEN u. WILLIAMS 1956), schwache antibiot. Akt. 
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gegen Phyt.cact., wirkstoffautotroph; sehr starke Spor., sehr haufig isol., langsames 
W. (36 mm M, 36 mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, NH,-Bildung auf Bohnenagar, 
EiweiBabbau fehlt. Diagnose: Lrnpav (1910). 


Mycelium sterile I 


Kolonie auf Malz wollig grau mit dunkleren Flecken, Unterseite dunkel-olivgriin 
(nl 1), fleckig; auf Czapek starke Bildung intercalarer, runder Chlamydosporen und 
auf dem Glas der Petrischale dunkle Mycelverdichtungen. Auf Fleischextraktagar 
samtartig mit farblosem Exudat. Auf Maisagar starker NH,-Geruch, zum Teil 
Massen amorpher Kristalle im Sub- 
strat; Variation in der Bebriitungs- 
temperatur und Nahrbodenreaktion 
erbrachte keine Anzeichen einer Sporu- 
lation. — Kein W. bei 28°C, noch gutes 
W. bei 8°C., wirkstoffautotroph, sehr 
selten isol., schnelles W. (64 mm M, 
76 mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, 
EiweiBabbau schwach. 


Mycelium sterile II 


Kolonie auf Malz schwach wollig, zum 
Teil strahnig-schwammig, grau-gelblich 
(ca 1); auf Czapek wollig, grau, auf 
Sabouraud-Agar Substrat goldgelb 
gefarbt, auf Kartoffel-Glucose-Agar " 
Substratmycel schwarz, Luftmycel  Abb.22. Verticillium sp. Wirtelige Conidientrager. 
grau, auf Maisagar deutlicher NH,- aves 

Geruch; bei 8°C und py 4,6 auf Czapek 

glatte, schleimige Oberflache, stark diffus, bei px 6,2 Geruch kokosartig; bei 28°C 
nur ganz sparliches W., gute Entwicklung in O,-armer Atmosphare méglich, sehr 
gselten isol., schnelles W.. (107 mm M, 82mm Cz/10 Tg); Saurebildung fehlt, 
EiweiBabbau fehlt. 


Mycelium sterile III 


Kolonie auf Malz flach wollig, weiB (,,bereift“); auf Czapek sehr sparliches W., 
stark submers, etwas braunliche Mycelpartien; auf Sabouraud-Agar stark wollig, im 
Zentrum braunviolett (pl 7), zum Rand gelbbraun bis weiBlich-gelb, Riickseite 
gelbbraun, malzartiger Geruch; auf Haferflockenagar im Substratmycel groBe 
Chlamydosporen. Variationen von Bebriitungstemperatur und Nahrbodenreaktion 
ergaben keine typischen Merkmale. — Bei 28°C nur sehr schwaches W., wirkstoff- 
heterotroph; sehr selten isol., Wachstumsgeschwindigkeit substratabhangig (85 mm 
M, 4 mm Cz/10 Tg); Sacch. tol. fehlt, Chitinverw. fehlt, Saurebildung fehlt, Kiweib- 
abbau kraftig. 


Mycelium sterile IV 


Kolonie auf Malz stark wollig, wei8-cremfarben (ge 2) mit regelmafigem, etwas 
iiberlappendem Rand, am Impfstiick schwach rosa, Unterseite zum Teil schwach 
kirschrot, starke Bildung mehrzelliger (Chlamydo-?) Sporen; auf Czapek wollig, 
rein weifB, im Zentrum stark aufgewolbt, Unterseite farblos; auf Haferflockenagar 
Unterseite stark kirschrot, am Rand in gelbliche Zone iibergehend; auf Maisagar 
sehr starke Sklerotienbildung, (Opt. bei 20°C und px 5,4), Unterseite schwach 
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gelborange (px 5,4) und weinrot (px 6,2). — Starke antibiot. Akt. gegen Rhiz. sol., 
schwache Akt. gegen Phyt.cact., gutes W. im gepriiften Bereich von 8°—28°C, gute 
Entwicklung in O,-armer Atmosphare 
moglich, wirkstoffautotroph, selten isol., 
langsames W.(29mm M, 31 mm Cz/10 Tg); 
Cell. verw. sehr gut, Ligninverw. sehr 
gut, NH,-Bildung auf Bohnenagar, Eiweib- 
abbau kraftig. 


Mycelium sterile V (Abb.23) 


Kolonie auf Malz im Zentrum etwas wollig, 
zum Rand glatt, grau olivgriin (nl 2), 
Kol.rand stark diffus, starke Bildung 
von Chlamydosporen (Opt. bei 28°C und 
pu 4,4—5,4) von birnen-, flaschen- oder 
wurstférmiger Gestalt, dunkel, einzellig, in 
Ketten terminal und lateral; auf Czapek 
kaum W., gelappt, diffus, wenig Farbung; 
Variation des Substrates, der Bebriitungs- 
temperatur und Nahrbodenreaktion bringt 
keine wesentlichen Merkmale hervor. — 
Wirkstoffheterotroph; starke Spor., haufig isol., langsames W. (40 mm M/10 Tg); 
Sacch. tol. fehlt, Cell. verw. gut, Saurebildung fehlt, EiweiBabbau fehlt. 


‘ 


Abb.23. Mycelium sterile V. Dunkle 
(Chlamydo-?) Sporen. 400 x 
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Fichten- und Buchenstreu auf verschiedenen Bodentypen 
Von 
F. H. MEYER 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 10. November 1959) 


In den letzten Jahrhunderten wurden in Mitteleuropa ausgedehnte 
Fichtenforsten auBerhalb der natiirlichen Fichtenstandorte angelegt. 
Oft wurden die Bestande als Monokulturen auf gereiften Bodentypen 
begriindet, die von Natur aus Buchen-, Buchen-Traubeneichen- oder 
Kichen-Hainbuchenwiilder tragen. Es stellte sich aber bald heraus, 
daB die Fichtenforsten Insekten- und Pilzkalamitaten leichter zum 
Opfer fallen und im Nachbau in ihren Leistungen von Generation zu 
Generation nachlassen. Die Fichte wurzelt in den gereiften Bodentypen 
meistens recht flach und bringt daher die Nahrstoffe aus den tieferen 
Bodenschichten nicht in Umlauf. So kommt es unter ihrem Einflu8 in 
unserem humiden Klima allmahlich zu einer Verarmung der oberen 
Bodenschichten. Dariiber hinaus kann auch der Abbau des Bestandes- 
abfalles in den Fichtenforsten derart verzogert werden, daB sich eine 
Decke von Auflagehumus ansammelt. Die Ursache fiir diese Hemmung 
der Streuzersetzung sollen verschiedene Inhaltsstoffe der Nadel sein. 

So fanden Wottny (1897) und Kocn (1914), daB verschiedene atherische Ole, 
Gerbstoffe und Harze ungiinstig auf die Mikroorganismentatigkeit wirken. WINTER 
(1955) isolierte aus Fichtennadeln kaltwasserlésliche antimikrobielle Stoffe. Vio 
(1955) fiihrt die bodenverschlechternde Wirkung der Fichte auf einen zu hohen 
Si-Gehalt der Nadeln zuriick. Nach MiLuEer (1934) zersetzt sich die Fichtenstreu 
um so rascher, je gréBer das Verhaltnis von CaO: SiO, wird. Er fand eine Abnahme 
des SiO,-Gehaltes mit zunehmender Meereshéhe. WOLLNY (1897), KLEBERG (1927), 
Wirtion (1939, 1943, 1952) und Lossarnr (1953) zeigten, daB die Aufbereitung 
der Streu bei hohem N-Gehalt intensiver verliuft, Eine Beziehung zwischen Lignin- 
reichtum und Abbauintensitit stellte Stcurrne (1943) fest. 

Als Beitrag zu dem Problem der bodenverschlechternden Wirkung 
von Fichtenreinbestaénden werden in vorliegender Arbeit die Geschwindig- 
keit des mikrobiellen Abbaus von Fichten- und Buchenstreu auf 4 
verschiedenen Standorten sowie die daran beteiligten Mikroorganismen 
miteinander verglichen. Es handelt sich um eine eutrophe und podsolige 
Braunerde sowie um einen Pseudogley-Podsol und einen maBig ent- 
wickelten Eisenpodsol. Die Geschwindigkeit der Streuzersetzung wurde 
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mit Hilfe der Warburg-Apparatur ermittelt. Die verwendeten Methoden 
sind ausfihrlich dargestellt in einer friheren Arbeit (MEYER 1959), die 
sich mit der mikrobiellen Aktivitaét beim Abbau der Buchenstreu auf 
den oben genannten Bodentypen beschaftigt. Sie enthalt unter anderem 
Angaben iiber Vegetation, Bodenprofile und chemische Beschaffenheit 
des Untersuchungsmaterials der Buchenflachen, auf die in vorliegender 
Arbeit gelegentlich hingewiesen wird. 

Die Probenentnahme aus dem A-Horizont der Fichtenflachen erfolgte 
zur gleichen Jahreszeit wie unter der Buche, so daf jahreszeitliche 
Schwankungen der mikrobiellen Aktivitat die Vergleichbarkeit der 
Ergebnisse nicht beeintrachtigen. 


I. Beschreibung der Probeflichen 


Das Untersuchungsmaterial stammt von folgenden Fichtenflachen, die mit den 
bereits untersuchten Buchenflachen jeweils ein Vergleichsflachenpaar bilden: 
1. Vogelsberg, Heiligenwald bei Dirlammen, etwa 500 m tiber NN. Bodentyp: 
Eutrophe Braunerde; 2. Sachsenwald (siidéstlich von Hamburg), Abt. 82, bei 
Kréppelshagen. Bodentyp: Podsolige Braunerde; 3. Staatsforst Barlohe 
(Schleswig-Holstein), Abt. 237a. Bodentyp: Pseudogley-Podsol; 4. Hamburg- 
Hausbruch, Abt. 47b. Bodentyp: maBig entwickelter Eisenpodsol. 


Die Vegetation dieser Flachen ist in Tab.1 zusammengefaBt (Schatzung des 
Deckungsgrades nach Braun-BLANQuET 1951). 

Im Hinblick auf die héhere Vegetation zeigt ein Vergleich des Flachenpaares 
auf eutropher Braunerde unter der Fichte ein Absinken der Artenzahl auf etwa °/,, 
hauptsachlich verursacht durch ein Zuriickgehen der anspruchsvolleren Buchen- 
waldpflanzen, wahrend sich Oxalis acetosella stark ausgebreitet hat und mit einer 
Bodendeckung von mehr als 50°/, den Aspekt des Bestandes bestimmt. Diese 
Veranderungen sind Ausdruck fiir eine Verschlechterung der herrschenden Lebens- 
bedingungen. Auf den iibrigen Flachenpaaren enthalt die Bodenflora unter der 
Fichte mehr Arten als unter der Buche, und zwar haben sich vor allem Vorwald- 
arten hinzugesellt (Sorbus aucuparia, Rhamnus frangula), ferner Kahlschlagpflanzen 
(Rubus idaeus, Epilobium angustifolium, Galeopsis tetrahit, Senecio silvaticus ) und 
Saurezeiger (Carex pilulifera, Galiwm saxatile, Veronica officinalis, Vaccinium 
myrtillus, Lonicera periclymenum, Trientalis europaea). Dagegen sind die meso- 
philen Arten des Buchenwaldes (Miliwm effusum, Asperula odorata, Viola silvatica, 
Festuca silvatica) ganz verschwunden. 

Es iiberrascht, daB Polygonatum multiflorum in dem sauren Fichtenhumus der 
Pseudogley-Podsol-Flache auftritt, denn diese Art gilt nach Har (1939) als kalk- 
hold und bevorzugt nahrstoffreiche Boden. Thr Rhizom und ihre Wurzeln verlaufen 
in dem Fichtenrohhumus in der oberen und mittleren Vermoderungsschicht und 
dringen nicht tiefer vor. Diese relativ oberflachennahe Wurzelausbreitung scheint 
es der Pflanze zu ermdglichen, in dieser ungiinstigen Humusform noch zu gedeihen, 
denn diese Subhorizonte zeichnen sich durch eine starkere Mineralisation der 
organischen Substanz aus, wodurch der Pflanze mehr Nahrstoffe bereitgestellt 
werden als in tieferen Schichten, wo der Humusabbau nur zogernd verlauft (vgl. 
Abschnitt IV). 

Auf den einzelnen Flachenpaaren stimmen die Bodenprofile unter der Buche 
und Fichte bis auf den A-Horizont annahernd iiberein, weshalb hier nur die Machtig- 
keit der A-Subhorizonte angefiihrt werden soll (vgl. Tab. 2). 


342 F. H. MEvrEr: 


Tabelle 1. Vegetation der Probeflichen 


Nr. der Probefliche 1 2 3 4 
Artenzahl: 25 24 20 18 
Baumschicht: 

Bestandesalter (Jahre) 73 71 62 75 
Kronenschlu8 0,85 | 0,75 | 0,85 | 0,75 
Picea abies HEN Bid eat 
Pinus silvestris ot all, Bat 
Strauchschicht: 
Deckung in Prozent - - - 2 
Sorbus aucuparia | - 
Rhamnus frangula | + 
Krautschicht: | 
Deckung in Prozent 60 7 8 | 8 
Dryopteris austriaca | | | 
A spinulosa + Lesa 1 . 
Sorbus aucuparia | + ti) dome + 
Deschampsia flexuosa + + | 2 
Rhamnus frangula + + + 
Vaccinium myrtillus r + + 
Moehringia trinervia peas ~ r 
Picea abies Kmlg. | r r + 
Oxalis acetosella 4 im 
Rubus idaeus Ieee r 
Athyrium filix femina ai 
Trientalis europaea - — 
Lonicera periclymenum r (te 
Quercus petraea Kmlg. ane r 
Calamagrostis arundinacea / on: r 
Moosschicht: 
Deckung in Prozent dell at 2. | 20 
Hypnum cupressiforme + ” ats 
Plagiothecium curvifolium fecd + 
Mnium hornum + + 
Dicranella heteromalla + 
Lophocolea heterophylla r r 


if 
Ferner kamen vor: 


Flache 1: Dryopteris filix mas 1, Sambucus racemosa 1, Mercurialis perennis +, 
Acer pseudoplatanus Jungpfl. +, Mycelis muralis +, Scrophularia nodosa +, Melica 
uniflora +, Fagus silvatica Jungpfl. +, Impatiens noli tangere +, Carex pilosa +, Poly- 
gonatum verticillatum +, Dryopteris disjuncta +, Phytewma spicatum +, Asperula 
odorata r, Elymus europaeus r, Lamiwm galeobdolon r, Pulmonaria obscura r, Paris 
quadrifolia r. 

Flache 2: Carex pilulifera +, Epilobium angustifolium +, Galium saxatile +, 
Veronica officinalis +, Atrichum undulata +, Agrostis vulgaris r, Sambucus nigra Yr, 
Taraxacum officinale r, Luzula pilosa rv. 

Flache 3: Majanthemum bifolium +, Polygonatum multiflorum r, Galeopsis 
tetrahit r, Quercus robur Kmlg. r, Senecio silvaticus r. 


Flache 4: Leucobrywm glaucum 2, Dicranum scoparium 1, Polytrichum attenu- 
atum +, Pohlia nutans rv. 
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Kin mikrobieller Vergleich der Streuzersetzung erfordert eine méglichst weit- 
gehende Aufteilung des A-Horizontes (Nomenklatur nach Kuprmna 1953), um die 
einzelnen Phasen des Streuabbaus besser zu erfassen. Die Probenentnahme erfolgte 
auf allen Flachen nicht aus denselben Bodentiefen, sondern ausschlieBlich nach 
profilmorphologischen und mikrobiellen Gesichtspunkten. Unter der Fichte lassen 


sich die A-Subhorizonte nicht so deutlich gegeneinander abgrenzen wie unter 
der Buche. 


Tabelle2. Machtigkeit der A-Subhorizonte auf den Fichtenfldachen 
(in Zentimeter) 


Eutrophe Podsolige | Pseudogley- 

Braunerde | Braunerde | Podsol Podsol 
L 1 1 1 1 
F, 2 2 2 2 
F, 2 2 3 3 
F, = 3 6 i 
H, 1 1 6 4 
H, 4 _ 5 = 


Die Foérna (L-Schicht) enthalt die in ihrer 4uBeren Form noch intakten Fichten- 
nadeln, wahrend sie in der oberen Vermoderungsschicht (F,-Schicht) bereits deut- 
liche Anzeichen einer Zersetzung aufweisen (beginnende Zerstérung des Mesophylls 
und Schrumpfung) und mit tiefbrauner bis schwarzlicher Kleintierlosung ver- 
mischt sind, deren Anteil nach den tieferen Bodenschichten hin zunimmt. In der 
noch starker humifizierten, dunkler gefarbten F,-Schicht lagern véllig zusammen- 
geschrumpfte Nadeln mit weitgehend abgebautem Mesophyll, ferner Bruchstiicke 
von Epi- und Hypodermis. Auch in der F;-Schicht, die tiberwiegend aus amorphem 
Material besteht, lassen sich noch Teile der Epi- und Hypodermis erkennen, die 
dem Angriff der Mikroorganismen lange widerstehen. In der Humusstoffschicht 
(H-Schicht) tritt der koprogene Anteil in den Vordergrund. Die organische Sub- 
stanz bildet eine schwarzbraune, mehr oder weniger schmierige Masse, die unter 
der Fichte nur relativ wenig mit Mineralboden durchmischt ist und besonders im 
Podsol groBe Mengen dunkelgefarbter, derbwandiger Pilzhyphen mit einem Durch- 
messer von 3—6 w enthalt. Zu einem gro8en Teil diirfte es sich dabei um den Pilz 
Coenococcum graniforme handeln, der im Podsol haufig als Mycorrhiza-Partner 
auftritt. 


Il. Reaktion und Stickstoffgehalt des Untersuchungsmaterials _ 

Ubereinstimmend mit der Buche liegen im Frithjahr die py-Werte in 
der oberen Vermoderungsschicht der Fichtenflichen héher als in der 
Férna. Auch steigt, abgesehen von der eutrophen Braunerde, die 
Aciditét in den tieferen Schichten des A-Horizontes allmahlich an 
(vel. Tab. 3). 

Auf allen Flichenpaaren zeichnet sich der Fichtenhumus durch hoéhere 
Sduregrade aus als der der Buche, und zwar weichen die py-Werte auf 
den beiden Braunerde-Flachenpaaren starker voneinander ab als auf 
dem Podsol. Wird der Siuregrad nicht im logarithmischen MaBstab 
ausgedriickt, sondern in Milligramm Wasserstoffionen je Liter, so 
betragen die Differenzen zwischen den Mittelwerten der H-Ionen- 
konzentration des Buchen- und Fichtenhumus auf den Podsolflachen 
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mehr als das Doppelte der Differenzen auf den Braunerdeflachen. Die 
Fichte erzeugt mit ihrem Bestandesabfall auf den Podsolflaichen also 
relativ mehr Wasserstoffionen als auf den Braunerdeflaichen. 

Die Sickerwasser aus dem A-Horizont unter der Fichte werden dem 
héheren Saéuregrad entsprechend auch mehr H-Ionen aufweisen und 
somit eine starkere chemische Verwitterung des Mineralbodens bewirken. 
Auf blockreichen oder relativ flachgriindigen Béden, wie sie wiederholt 
im nattirlichen Verbreitungsgebiet der Fichte auftreten, bringt eine 


Tabelle 3. Aciditdt sowie Humus- und Stickstoffgehalt des Untersuchungsmaterials 


der Fichtenflachen 
Du Org. Substanz | Gesamtstickstoff 
Flache Schicht (C- 1,72) inProz.| (in Prozent der C/N 
H,O nKCl {des Trockengew.| org. Substanz) 
Eutrophe L 4,0 Ayre 90,5 i FO 49,8 
Braunerde Hy 4,6 3,9 82,3 1,93 30,1 
(Nr. 1) F, 4,0 3.4 65,8 1,89 30,9 
{sk 3,8 3,2 30,1 3,20 18,2 
H, | 4,0 | 3,6 5,2 6,42 9,1 
Podsolige L 3,8 3,2 85.8 Tey 48,0 
Braunerde F, 4,0 coach 79,6 2,05 28,4 
(Nr. 2) 1 4,0 bac ch Pr 1,98 29,4 
F, 3,8 3,1 (fas: 2,01 29,0 
H, 3,8 3,1 27,5 2,68 21,7 
Pseudogley- L 3,9 ae 88,5 1,56 Bias 
Podsol Kr 4,1 3,3 87,5 2,13 27,4 
(Nr. 3) F, 3,4 2,8 81,1 2,00 29,2 
Vey 3.3 2,6 82,2 1,99 29,2 
lel, 3,2 2,7 69,3 2,26 25,7 
H, 3,2 2.7 75,3 1,83 31,7 
Podsol L 3,6 Sh 88,7 1,35 43,1 
(Nr. 4) F, 4.0). 3,2 83,8 1,94 29,9 
F, 3,4 2,8 80,4 2,09 27,9 
Es | 2,4 56,4 Lit 34,0 
iBih 3,1 2.4 3155 1,78 32,7 


derartige verstarkte chemische Verwitterung sicherlich Vorteile fiir die 
Baume, ebenso mag sie in den Fichtenforsten die zunachst uppige Ent- 
wicklung der Fichte fordern. Sie muB jedoch bei wiederholtem Anbau zu 
einer fortschreitenden Podsolierung fiihren, besonders wenn die meistens 
flachwurzelnde Fichte den Nahrstoffvorrat der tieferen Bodenschichten 
nicht in Umlauf bringt, wie einleitend bereits erwahnt wurde. 

Wiahrend auf den Buchenflaichen die Stickstoffgehalte der Férna von 
der eutrophen Braunerde zum Podsol abnahmen, kehren sich unter der 
Fichte die Verhaltnisse um: hier weist die Férna der Podsolflichen die 


Mikrobieller Abbau von Fichten- u. Buchenstreu auf verschied. Bodentypen 345 


hochsten N-Werte auf (vgl. Tab.3). Diese liegen sogar erheblieh iiber 
denen der Buchenférna, so daB hier die Fichte der Buche nicht nur 
durch die bereits erwahnte relativ héhere Wasserstoffionenkonzentration 
ihres Bestandesabfalles und der dadurch verursachten starkeren Auf- 
schlieBung des Mineralbodens iiberlegen ist, sondern auch durch die 
stickstoffreichere Streu. 

Die obere Vermoderungsschicht enthalt sowohl unter der Buche als 
auch unter der Fichte oft mehr Stickstoff als die Férna und untere 
Vermoderungsschicht. Dieser Befund mag im Zusammenhang stehen 
mit dem durch die dichte Bakterien- und Pilzbesiedlung erhéhten EiweiB- 
gehalt dieser Schicht (vgl. Abschn. ITI). 

Im Verlauf der Zersetzung zeigt die organische Substanz in ihrer 
Stickstoffanreicherung unter beiden Baumarten die gleiche Tendenz. 
Bei der Fichte verengt sich in der eutrophen Braunerde das C/N-Verhalt- 
nis bis zur H,-Schicht auf 18,2 (Buche 13,9), in der podsoligen Braunerde 
auf 21,7 (Buche 19,4), im Pseudogley-Podsol auf 25,7 (Buche 28,1), und 
im Podsol geht es auf 34,0 zurtick (Buche 47,9). Auf den Podsolflachen 
speichert also die organische Substanz der Humusstoffschicht unter der 
Fichte mehr Stickstoff als unter der Buche; aber trotz seines hdheren 
Stickstoffgehaltes bleibt der Fichtenhumus der Podsolflachen mikrobiell 
schwerer angreifbar (vgl. Abschn. IV). 

Sowohl in den px-Werten als auch im Stickstoffgehalt zeigt der 
Buchenhumus auf den verschiedenen Bodentypen eine gréBere Spanne 
als der Fichtenhumus, was darauf schlieBen 1iBt, da8 die Buche auf 
Standortsunterschiede deutlicher reagiert. 


Ill, Keimzahlen 


Wie beim Buchenhumus werden auch unter der Fichte die Keimzahlen 
nicht auf das Bodengewicht bezogen, sondern auf die organische Sub- 
stanz. 

Bis auf die Foérna liegen sie in den einzelnen Schichten der Fichten- 
flichen stets niedriger (vgl.Tab.4), und zwar betragt die Gesamtkeimzahl 
in der Vermoderungs- und Humusstoffschicht 77°/) der Buchenwerte (in 
der eutrophen Braunerde) bis 35°/, (in der podsoligen Braunerde). 

Ebenso wie auf den Buchenflachen zeichnet sich auch unter der Fichte 
die Férna durch eine relativ diinne mikrobielle Besiedlung aus, wahrend 
die obere Vermoderungsschicht durchweg die héchsten Keimgehalte 
aufweist. Zur unteren Vermoderungsschicht hin nehmen die Keimzahlen 
ab, besonders ausgeprégt auf den Podsolflachen. Von der F,- zur F,- 
Schicht gehen sie in der Braunerde um 11°/) bzw. 51°/, zuriick, im Podsol 
um 78°/, bzw. 84°/,. 

Die Humusstoffschicht der Fichtenflachen enthalt im allgemeinen nur 
relativ wenig Keime. Allerdings erreicht die H,-Schicht der eutrophen 
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Braunerde hohere Werte als die H,-Schicht, ebenso die Humusstoff- 
schicht der podsoligen Braunerde verglichen mit der unteren Ver- 
moderungsschicht, und zeigt dadurch eine gewisse Ahnlichkeit mit der 
dichten mikrobiellen Besiedlung der Braunerde-Humusstoffschicht unter 
der Buche. Offenbar bleiben die relativ hohen Keimzahlen der H-Schicht 
eines Laubbaumbestandes auf Braunerde nach Umwandlung in einen 
Fichtenforst noch langere Zeit erhalten (auf beiden Flachen handelt es 


Tabelle 4. Keimgehalt der A-Subhorizonte unter Buche und Fichte 
auf den verschiedenen Bodentypen 
(in Millionen je Gramm organischer Substanz) 


Buche Fichte 
Bakterien| Pilze Act.* |Bakterien| Pilze Act.* 
| | 
Eutrophe L 6,9 | 0,9 ¥ 5,7 4,0 Es 
Braunerde F, 97,5 2,5 OOM eel 3,8 = 
F, 81,9 4.6 2,9 | 66,1 4,4 16,6 
lak 80,0 6.3 17,2), 416.6 3.6 4,3 
ES 43,0 6,3 | 15,2 | 49,9 11,5 = 
Podsolige L 2OISs) B25 a = 5.3 4.9 — 
. Braunerde F, 107,7 4,3 | — 40,8 3.5 -- 
Ie 62,3 12,0 | — 15.7 3.5 vay | 
is = _ = 12,2 7.3 0,6 
H, 89.5 ape Fal ae tact 4,7 1,8 
Pseudogley- L 10,5 eh 7,8 4,4 — 
Podsol F, 112,2 4,3 | = 72,0 5.6 — 
FE, ey De lA a es Bie bt 3,7 ~ 
F, 1233 4.1 | = 2.6 3,7 0.5 
lek, 15,8 3,2 — 5.2 1,0 -- 
H, 6,8} 0,3 | = 2,0 i a 
Podsol L 26) 23] 29] 13.9 5 hie ad 
F, 2,1 6,8 | 40,5 | 31,2 6,7 17 
F, 7,4 4,0 iba Sad = 
r Sta? 457 & 0,4 3,2 - 
H, 2,3 28 = 0,3 1,6 _ 
H, 120 ines.0,8 + - os - 


* Nur die auf Jensen-Agar und Hefe-Malzextrakt-Pepton-Agar wachsenden. 


sich um die erste Generation) und werden erst allmihlich durch die 
unter dem KinfluB der Nadelstreu sich verschlechternden Lebens- 
bedingungen zurtickgedrangt. (Dient allerdings das Trockengewicht 
des Bodens als Bezugsbasis fiir die Keimzahl, so treten die geschilderten 
Unterschiede weniger ausgepragt hervor.) 

Das Verhaltnis von Bakterien zu Schimmelpilzen verengt sich meistens 
in den biologisch ungiinstigen Humusformen und erlaubt daher eine 
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ungefahre Aussage tiber die Giite des Humus. Auf fast allen Flachen- 
paaren hat es sich unter der Fichte zugunsten der Pilze verschoben, und 
zwar senkte es sich in der eutrophen Braunerde von 22:1 (Buche) auf 
8,5:1 (Fichte), in der podsoligen Braunerde von 11:1 auf 4,2:1, und im 
Pseudogley-Podsol ging es von 8:1 auf 5,3:1 zuriick. Im Podsol hingegen 
erfolgte ein leichter Anstieg von 0,9:1 auf 1,9:1. Unter der Fichte ent- 
halt die F;-Schicht relativ den héchsten Pilzanteil, hier betragt das Ver- 
haltnis von Bakterien zu Schimmelpilzen in der podsoligen Braunerde 
1,7:1 und im Podsol 0,7:1 bzw. 0,1:1. 

Wie aus dem vorigen Abschnitt hervorgeht, spielen die niederen Pilze 
unter der Fichte eine verhaltnismaBig gréBere Rolle als unter der Buche. 
Uber ihre Zusammensetzung sollen einige Ergebnisse mitgeteilt werden, 
die bei Weiterkultur der Keimplatten und durch direkte mikroskopische 
Beobachtungen gewonnen wurden. Beide Methoden liefern oft verschie- 
dene Ergebnisse, die sich aber gut erganzen (vgl. GARRETT 1951, KEn- 
DRICK 1958). 

Die Pilzpopulation in der Fichtenforna setzt sich ebenso wie in der 
Buchenforna aus anderen Arten zusammen als die der tieferen Schichten. 
Haufig treten Dematiaceen auf, deren dunkle Hyphen die Nadelober- 
flache tiberzichen und durch die Spalt6ffnungen ins Nadelinnere vordrin- 
gen oder deren Conidientrager durch die Stomata nach auBen hervor- 
brechen, so etwa Hormodendron elatum, Stachylidium extorre, Umbellula 
terrestris, daneben auch Alternaria tenuis, Cladosporium herbarum und 
eine Candida-Art. 

In der Vermoderungsschicht der Fichtenflachen waren folgende Arten 
verbreitet: Trichoderma koningi, Pachybasidium hamatum, Scopulariop- 
sis cf. alba, Botrytis cinerea und verschiedene Penicilliwm-Arten, letztere 
meistens in gréBerer Menge als unter der Buche. 

Im Gegensatz zur Buche entwickeln sich die Mucorineen in der 
Fichtenvermoderungsschicht weniger zahlreich. Hine Ursache hierfir 
mag im wechselnden Wasserhaushalt liegen, denn Trockenperioden 
kénnen sich hier rascher auswirken als in den dichten Blattpaketen unter 
der Buche. Folgende Mucorineen wurden in der Fichtenvermoderungs- 
schicht festgestellt: Mucor hiemalis, M. spinescens, M. fragilis (nur im 
Podsol), Mortierella polycephala, M.ramanniana, M. cf. marburgensis 
und M. isabellina. 

In der Humusstoffschicht kommt regelmaBig Mortierella ramannana 
vor, ebenso Trichoderma koningi und einige Penicillium-Arten, gelegent- 
lich Oospora sulphurea, Mortierella humilis, Trichoderma glaucum und 
Monilia geophila. AusschlieBlich auf die eutrophe Braunerde bleibt 
Absidia spinosa beschrankt. Als charakteristisch fiir die Humusstoff- 
schicht mu8 eine Gymnoascus-Art gelten, denn sie wurde nie in einer 
anderen Schicht gefunden. 
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IV. Intensitaét der Humusatmung 
auf den Braunerde- und Podsolflaichen 

Ebenso wie bei den Keimzahlen dient auch bei den Atmungsmessungen 
als Bezugsbasis die Menge der organischen Substanz (ENGEL 1934, 
ScHMALFusz 1940) und nicht das Bodenvolumen oder -gewicht, denn das 
organische Material stellt die Energiequelle der Atmung dar. Der Gas- 
wechsel in den verschiedenen Proben hangt weitgehend von der Dichte 
der mikrobiellen Besiedlung ab (Bodentiere und Wurzeln wurden soweit 
wie moglich entfernt) und vor 


Tabelle 5. Intensitat der Humusatmung in allem von der Angreifbarkeit 


Férna, Vermoderungs- und Humusstoff- der organischen Substanz, 
schicht der einzelnen Bodentypen 


(in Mikroliter O, je Gramm organ. Substanz  VOrausgesetzt, daB die Proben- 
und Stunde) entnahme zur gleichen Jahres- 


zeit erfolgte und médglichst 


Bodent Schicht| Buch Ficht ; : 
ee ae me i optimale Versuchsbedingun- 
Eutrophe L 298 226 gen herrschen. (Der in die 
Braunerde FR 370 Ae Warburg-GefiBe  eingefiillte 

F, 202 64 : 
H 80 45 Boden wurde  ausreichend 
H, 38 24 durchfeuchtet, die Wasser- 

fe} 
peaeengs L 231 192 badtemperatur betrug 26°C.) 
Tiewinesde F, 285 117 Die Ergebnisse der Atmungs- 
F, 156 36 messungen zeigt Tab.5. Auf 
FB; st if allen Fichtenflichen nimmt 
Me is . der Sauerstoffverbrauch beim 
Pseudogley- L 248 222 mikrobiellen Abbau der or- 
eos 1 apts mi ganischen Substanz von der 
F, 47 23 Forna zur Humusstoffschicht 
By 37 6,2 hin kontinuierlich ab, und 
H, 17 3,1 zwar in der Braunerde zum 
Podsol L 220 188 H, auf etwa 1/; bzw. 1/19, im 
FR, 290 76 Podsol auf etwa 1/5, bzw. 4g. 
F 150 33 . "1 
2 Dieser Riickgang 1aBt darauf 
F, 49 16 ; whee 

H, 19 6.2 schlieBen, daB die Férna 
H, 9,9 a noch in hinreichender Menge 


leicht spaltbares organisches 
Material enthalt, daB aber die verbleibenden Streureste und neugebildeten 
Humusstoffe, die sich im Verlaufe der Zersetzung anreichern, unter den 
gegebenen Standortsbedingungen mit zunehmender Tiefe immer schwerer 
angreifbar werden. 

Die Fichtenforna zeigt auf allen Flichen annahernd die gleiche 
Sauerstoffzehr, die Abweichungen betragen weniger als 20°/,. Bereits in 
der oberen Vermoderungsschicht jedoch treten charakteristische Unter- 
schiede auf. Wahrend in der eutrophen Braunerde die Mikroorganismen 
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relativ viel Sauerstoff verbrauchen, erfolet zum Podsol hin ein Riickgang. 
Noch starker weichen die Atmungswerte von Braunerde und Podsol in 
der oberen Humusstoffschicht voneinander ab, hier verhalten sie sich wie 
720 :313:100: 100. 

Kin Vergleich mit den Ergebnissen der Buchenflachen zeigt, dai unter 
der Fichte in allen Schichten die Atmungsintensitaéten stets niedriger 
liegen. Besonders deutlich pragt sich dieses aus in der Vermoderungs- 
schicht, die nur 22—40°/, der mikrobiellen Aktivitat der entsprechenden 
Buchenproben erreicht, aber auch in der Humusstoffschicht treten 
teilweise betrachtliche Unterschiede auf. 

Wie bereits erwahnt, iibertrifft die Fichtenforna die tieferliiegenden 
Schichten in ihrer Atmungsintensitit. Diese Erscheinung steht im Gegen- 
satz zu den Werten, die unter der Buche gemessen wurden, wo die 
Humusatmung in der oberen Vermoderungsschicht hoher als die der Forna 
liegt. Als Erklérung hierfiir wurde einerseits die relativ dtinne mikro- 
bielle Besiedlung der Férna angefiihrt und die Méglichkeit einer raschen 
Austrocknung des locker liegenden Laubes sowie andererseits die opti- 
malen Lebensbedingungen in der oberen Vermoderungsschicht. Was mag 
der Grund dafiir sein, daB sich unter der Fichte der Sauerstoffverbrauch 
von L- und F,-Schicht umgekehrt verhalt? Bedeutungsvoll erscheint, 
da der Nadelfall jahreszeitlich nicht so scharf begrenzt ist wie der Laub- 
fall, so daB frischgefallene Nadeln neben solchen zu liegen kommen, die 
bereits in Zersetzung iibergegangen sind, was die Abgrenzung einer 
L-Schicht im mikrobiologischen Sinne erschwert. Die hohe Atmungs- 
intensitat in der Fichtenférna steht auch in Einklang mit ihrem relativ 
groBen Keimgehalt, dieser tibertrifft hier teilweise den der Buchenforna, 
wahrend in allen iibrigen Schichten des A-Horizontes unter der Fichte 
stets geringere Keimzahlen vorliegen. Gegen rasche Austrocknung, die 
das Leben in der Buchenforna erschwert, scheinen die Pilze in der Fich- 
tenforna besser geschiitzt zu sein, denn — wie die direkte mikroskopische 
Beobachtung zeigt— entwickeln sich auf der Nadeloberfliche Pilzhyphen 
nicht sehr itppig, vielmehr dringen sie bald durch die Stomata ins Nadel- 
innere ein und greifen dort das lockere Parenchymgewebe an. 

Wie bereits im vorigen Abschnitt berichtet, geht mit dem fortschrei- 
tenden Abbau der Streu und ihrer Umwandlung in dunkle Humusstoffe 
der Sauerstoffverbrauch je Gramm organischer Substanz zurtick, das 
starker humifizierte Material bietet der Mikroorganismenpopulation also 
geringere Angriffsméglichkeiten. Fiir die Buchenflachen konnte gezeigt 
werden, daB die Abnahme der Humusatmung in den tieferen Boden- 
schichten in gewisser Beziehung steht zu dem Gehalt der organischen 
Substanz an dunkelbraunen, mit n NaOH bei 60°C extrahierbaren Stof- 
fen (in erster Linie Braunhuminsauren und deren Vorstufen). Auch fiir 
die Fichtenproben gilt diese Korrelation. Abb. 1 veranschaulicht die 
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Extraktionswerte der Proben aus den Buchen- und Fichtenflachen sowie 
ihre Sauerstoffzehr. Es geht daraus hervor, daB mit steigender Extinktion 
des NaOH-Auszuges die Atmung nachlaBt. 

In den Extinktionswerten spiegelt sich ebenso der Atmungsabfall 
von der Fichtenférna zur oberen Vermoderungsschicht wider wie der 
Atmungsanstieg in den entsprechenden Schichten unter der Buche, was 
in Abb. 1 wegen des logarithmischen Mafstabes des Sauerstoffverbrauches 

nicht deutlich hervortritt. Die 
261 Extinktionswerte der Fichten- 
forna liegen niedriger als die der 
oberen Vermoderungsschicht. 
Unter der Buche hingegen 
ergab sich fiir die L-Schicht 
eine héhere Extinktion oder 
die gleiche wie in der F,-Schicht, 
wobeiin der eutrophen Braun- 
erde die Unterschiede zwischen 
Foérna und der durch den 
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Abb. 1. Die Beziehung zwischen Humusatmung Deuba Het Mikrooreeinmre 

und dem Gehalt der organischen Substanz an eine nur geringe Mineralisation 

Braunhuminsiiuren sowie deren Vorstufen der organischen Substanz zur 

Folge, so daB hier nur wenig 

Nahrstoffe pflanzenverfiigbar werden. Auf die mégliche Bedeutung 

dieser mangelnden Aktivitat fiir die Wurzelausbreitung mancher Pflanzen 
wurde bereits bei Besprechung der Vegetation hingewiesen. 

Auf den Podsolflichen entsenden nicht nur die Krauter flachstrei- 
chende Wurzeln in die Schichten mit stirkerer Mineralisation, sondern 
auch von der Buche und Fichte dringen besonders im Frithjahr zahlreiche 
Wurzeln in die Vermoderungsschicht vor, durchweg kraftige Mycorrhizen. 
Die eutrophe Braunerde enthalt dagegen in der unteren Vermode- 
rungsschicht nur wenige Baumwurzeln. Sie breiten sich in diesem Boden- 
typ starker in der Humusstoffschicht aus. Die unterschiedliche Durch- 
wurzelung des A-Horizontes steht sicherlich im Zusammenhang mit dem 
verschiedenen Nahrstoffangebot in den einzelnen Schichten. OKSBJERG 
(1957) fand in danischen Podsolprofilen unter der Fichte sogar im oberen 
Teil der Vermoderungsschicht ,,ein teilweise aufwartswachsendes 
Geflecht von Kurzwurzeln‘. Diese Tendenz zur Durchwurzelung der 


Mikrobieller Abbau von Fichten- u. Buchenstreu auf verschied. Bodentypen 351 


obersten Schichten des Podsols birgt unter anderem auch die Gefahr 
starkerer Wurzelschaden in Diirreperioden, wie im trockenen Sommer des 
Jahres 1959 gut beobachtet werden konnte. 

Die unteren Schichten des Podsols enthalten die Sklerotien des als 
Mycorrhizabildner bekannten Pilzes Coenococeum graniforme (LIHNELL 
1942, Mrkoa 1948) in groBer Menge, im Gegensatz zur Braunerde, wo die 
Sklerotien seltener auftreten. Wie aus Mycorrhizaversuchen hervorgeht, 
kommt dieser Pilz auch in der oberen und mittleren Vermoderungs- 
schicht vor, jedoch konnten dort niemals Sklerotien gefunden werden. 
Schlechter werdende Lebensbedingungen scheinen ihre Bildung in der 
Humusstoffschicht einzuleiten oder Einfliisse, die von den Humusstoffen 
selbst ausgehen. Auch die Bodendiinnschliffuntersuchung zeigt, daB in 
verschiedenen Béden Sklerotien bevorzugt im unteren A-Horizont aut- 
treten. 


V. Die mikrobielle Aufarbeitung des Bestandesabfalles 


Die in den vorigen Abschnitten geschilderten Untersuchungen tiber 
Keimzahlen und Humusatmung sollen nun jeweils fiir die einzelnen Sub- 
horizonte zusammengefaft und durch weitere Beobachtungen erganzt 
werden, um damit ein Bild tiber den Verlauf der mikrobiellen Streu- 
zersetzung zu geben. 

Es wird dabei in erster Linie Bezug genommen auf die beiden extre- 
men Bodentypen eutrophe Braunerde und Eisenpodsol einerseits und auf 
den Wechsel der Baumart von Buche zu Fichte andererseits. 

Die Férna mit ihrem noch relativ hohen Gehalt an leicht aufschlieB- 
baren organischen Substanzen wird in der ersten Phase ihrer Zersetzung 
von Arten angegriffen, die sich vorwiegend auf dieses Substrat beschran- 
ken und in den tieferen Schichten héchstens vereinzelt auftreten. Unter 
den Pilzen sind fiir die Buchen- und Fichtenférna kennzeichnend Ange- 
hérige der dunkelhyphigen Dematiaceae, daneben auch eine Candida-Art. 
Die Zahl der Mikroorganismen bleibt in der L-Schicht relativ niedrig, 
weil die Besiedlung des Materials erst eingeleitet wird und weil die Még- 
lichkeit einer wiederholten, raschen Austrocknung, besonders bei dem 
locker liegenden Buchenfallaub, nur die Formen zur vollen Entwicklung 
gelangen 1aBt, die diesen Umweltbedingungen angepaBt sind. Unter der 
Fichte weist die Férna die hochsten Atmungswerte des Profils auf, unter 
der Buche hingegen liegt die Atmungsintensitaét der Férna noch unter 
der der oberen Vermoderungsschicht (vgl. Abb. 2). Der Sauerstoffver- 
brauch in der L-Schicht der eutrophen Braunerde tbertrifft unter beiden 
Baumarten den des Podsols. 

Die ,,individuelle Leistung* der Mikroorganismen (Atmung/Keim- 
zahl) liegt in der Forna stets wesentlich hoher als in den darunter 
folgenden Schichten, hervorgerufen durch die nur diinne Besiedlung mit 
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Mikroorganismen und den noch relativ hohen Nahrstoffgehalt. Bereits in 
der oberen Vermoderungsschicht nimmt die ,,individuelle Leistung* be- 
trachtlich ab, in erster Linie eine Folge der sich hier zahlreich entfalten- 
den Mikroorganismen. Die Vermoderungsschicht bietet namlich den 
Bakterien und Pilzen in mikroklimatischer Hinsicht weit bessere Lebens- 
moglichkeiten als die Forna. Sowohl die Verdunstung als auch starkere 
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Abb. 2. Humusatmung in den A-Sub- Abb. 3. Das Verhiltnis von Bakterien zu 
horizonten unter Buche und Fichte auf Schimmelpilzen in den einzelnen Schichten 
eutropher Braunerde und Podsol. des A-Horizontes der Buchen- und Fichten- 
o——0o Eutrophe Braunerde ; 0—-—0 Podsol fliichen auf eutropher Braunerde u. Podsol. 
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© Eutrophe Braunerde; ©—--o Podsol 


Temperaturschwankungen werden durch die dariiber liegende Streu- 
schicht erheblich vermindert. Der Riickgang der individuellen Leistung 
von der L- zur Fj-Schicht steht in Einklang mit den bei Rreprn (1939) 
zitierten Ergebnissen von CUTLER u. Crump, nach denen die Leistung je 
Zelle mit wachsender Bakterienzahl sinkt. Auf allen Flachen wurden in 
der F,-Schicht die héchsten Keimzahlen gefunden, besonders die Bak- 
terien treten jetzt stark in den Vordergrund. Nur die Buchenfliche auf 
Podsol bildet mit ihrem geringen Bakterienbesatz eine Ausnahme, die 
wahrscheinlich mit dem starken Hervortreten eines mausgrauen Strepto- 
myceten im Zusammenhang steht. Wahrend in der L-Schicht ein sehr 
enges Verhaltnis von Bakterien zu Pilzen vorlag (im Durchschnitt aller 
Flachen unter der Buche 4,5:1, unter der Fichte 1,5:1), erweitert es sich 
nun unter der Buche (ausgenommen die Podsolflache) auf 29:1, unter der 
Fichte auf 12:1 (vgl. Abb.3). In der F,-Schicht der Buchenflache auf 
eutropher Braunerde wurden wiederholt Myxomyceten gefunden (Arcyria 
cinerea und Didymium difforme), offenbar gedeihen sie dort iippig infolge 
des reichen Bakterienangebotes. 
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Der Aspekt der Schimmelpilzflora unter der Buche wird durch die 
gegeniiber Austrocknung empfindlichen Mucorineen bestimmt. Da diese 
Cellulose und Lignin nicht angreifen kénnen (HacEem 1907, JoHann 1932), 
sondern auf leichter zersetzliche organische Stoffe angewiesen sind, 
stehen diese hier wahrscheinlich noch in ausreichender Menge zur Ver- 
fiigung. In tieferen Bodenschichten treten die Mucorineen zurtick und 
entwickeln sich dort vorwiegend auf Kleintierlosung, besonders Mortie- 
rella polycephala, oder auf Insektenleichen, so Coeomansia pectinata und 
Cunninghamella elegans. Unter der Fichte siedeln sich in der oberen Ver- 
moderungsschicht zwar auch Mucorineen an, aber langst nicht in dem 
Umfange wie unter der Buche, dafiir treten Penicilliwm-Arten und 
Trichoderma koningi starker hervor. 

Auf der eutrophen Braunerde konnte unter der Buche das Mycel 
saprophytischer Basidiomyceten besonders haufig festgestellt werden, 
ebenso die unter ihrer Einwirkung hellgelb verfairbten Blatter, was nach 
LInpDEBERG (1946) und Mrkoxa (1956) auf Ligninabbau zuriickzufithren 
ist. Daraus ergibt sich also, da8 dort das Lignin bereits in der oberen Ver- 
moderungsschicht in erheblichem Umfange abgebaut wird. Die Mycel- 
strange der saprophytischen Basidiomyceten verflechten die Blatter 
miteinander, dadurch wird das Laub im Gegensatz zum Podsol rasch 
festgelegt und vor weiterem Verwehen geschitzt. 

Unter der Buche weist die Humusatmung in der F,-Schicht ihr Maxi- 
mum auf, wahrend unter der Fichte die mikrobielle Aktivitaét gegentiber 
der Forna bereits zuriickgeht, und zwar so stark, daB in dieser Schicht 
selbst die Podsol-Buchenflache die Fichtenflache auf eutropher Braun- 
erde um fast das Doppelte tibertrifft (vgl. Abb. 2). 

Auf allen Flachen fallt die Humusatmung zu den tieferen Schichten 
hin mehr oder weniger gleichmaBig ab, was sicherlich im Zusammenhang 
steht mit der zunehmenden Erschépfung des Substrates an mikrobiell 
leicht spaltbarem Material, ebenso gehen die Keimzahlen zuriick. Die 
Farbung der organischen Substanz vertieft sich, besonders unter der 
Fichte, und der Bestandesabfall wird allmahlich in eine amorphe Masse 
iiberfiihrt, woran die Bodentiere durch ihre FraBtatigkeit entscheidend 
beteiligt sind. AuBerdem fordern sie eine zum Teil innige Vermengung der 
Humusstoffe mit Mineralboden, und es scheint, dab der Abbau der 
Humusstoffe in Gegenwart nahrstoffreicher Mineralien rascher verlauft. 

Wahrend die Intensitat der Humusatmung in den oberen Schichten 
durch die Baumart bestimmt wurde, treten in der oberen Humusstoff- 
schicht die fiir die einzelnen Bodentypen charakteristischen Unterschiede 
hervor (vgl. Abb. 2). In der Buchenflache auf eutropher Braunerde tiber- 
trifft der Sauerstoffverbrauch in der H,-Schicht den der Podsol-Buchen- 
flache um mehr als das Vierfache und in der Fichtenfliche um mehr als 
das: Siebenfache. Die nicht nur individuen-, sondern auch artenreichere 
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Mikroflora in der H,-Schicht der eutrophen Braunerde ist also in der 
Lage, die schwerer zersetzlichen Reste des Bestandsabfalles sowie die im 
Laufe der Streuzersetzung entstandenen Neubildungen mit weitaus groBe- 
rer Intensitat anzugreifen als die armere Mikroorganismen- Population im 
Podsol. Dieses kommt auch gut zum Ausdruck in der Machtigkeit der 
einzelnen Schichten des A-Horizontes, besonders deutlich unter der 
Fichte (vgl. Tab.2). Wahrend Férna und obere Vermoderungsschicht auf 
allen Flachen gleichstark sind, erreicht die mittlere Vermoderungsschicht 
auf den Podsol-Flachen eine gréBere Tiefe, ebenso die untere Vermode- 
rungsschicht, die in der eutrophen Braunerde noch nicht abgegrenzt 
werden mute, sondern erstmalig in der podsoligen Braunerde auftrat. 
Noch deutlicher werden die Unterschiede zwischen Braunerde und Podsol 
in der oberen Humusstoffschicht. 

Auf den Braunerde-Flachen scheinen die Streptomyceten eine beson- 
dere Rolle bei der Aufarbeitung der widerstandsfahigen Komponenten zu 
spielen, denn ihre Kolonien entwickeln sich dort in der H-Schicht recht 
zahlreich. 

Die Humusstoffschicht der eutrophen Braunerde enthalt unter beiden 
Baumarten weitaus mehr Bakterien als Pilze (vgl. Abb.3), wahrend in 
der Podsol-Fichtenflache die Schimmel pilze iberwiegen. In der Vergleichs- 
buchenfliche jedoch treten die Bakterienkeime trotz der sehr sauren 
Bodenreaktion wieder etwas stirker hervor. Vielleicht leiden hier viele 
der sauerstoffbediirftigen Schimmelpilze in der dichtgelagerten Humus- 
stoffschicht unter Sauerstoffmangel. Dafiir spricht, daB sich in der 
zeitweilig vernaBten H-Schicht des Pseudogley-Podsols das Verhaltnis 
von Bakterien zu Schimmelpilzen noch mehr zugunsten der Bakterien 
verschiebt. 

Diese Ergebnisse wurden mit Hilfe des Standard-PlattenguBverfah- 
rens gewonnen, welches eine enge Auswahl unter den Pilzen trifft, und 
viele héhere Pilze sowie Arten mit dunkelbraunen Hyphen, z. B. Coenoc- 
cum graniforme, werden damit nicht erfaBt. Derbwandige, dunkle Hyphen 
k6énnen aber nach der direkten Untersuchungsmethode in der H-Schicht 
des Podsols unter beiden Baumarten auf erordentlich zahlreich beobach- 
tet werden, zum Teil erscheinen sie jedoch bereits abgestorben. 

Wird die individuelle Leistung fiir die Humusstoffschicht berechnet, so 
ergeben sich in der eutrophen Braunerde (abgesehen von der H,-Schicht 
des Fichtenhumus) besonders niedrige Werte. Diese beruhen weniger auf 
leistungsschwachen Mikroorganismen als auf Erschépfung des Sub- 
strates an leicht spaltbaren Komponenten. Zusatz von gut zersetzlichen 
organischen Stoffen (Glucose oder Pepton) bewirkt namlich eine Atmungs- 
steigerung von tiber 800°/). Dagegen kann hierdurch im H, der Fichten- 
flache die Atmung nur relativ wenig erhéht werden, ebenso unter beiden 
Baumarten der Podsolflache. Hier ist entweder das natiirliche Substrat 
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noch nicht so weit aufgezehrt oder die Tatigkeit der Mikroorganismen 
wird durch verschiedene ungiinstige Umweltfaktoren gehemmt. 

Die geringe mikrobielle Aktivitat in der Humusstoffschicht des Pod- 
sols bewirkt, daB in Laubeinwehungen die schwerer zersetzlichen Be- 
standteile der Streu sich anreichern, und sofern sie nicht in kolloider 
Form in den B- Horizont eingewaschen werden, Anla8 zu einer machtigen 
unteren Vermoderungs- und Humusstoffschicht geben. Es interessiert 
nun, wie lange es dauern wiirde, bis die in der unteren Vermoderungs- und 
Humusstoffschicht der Podsolflachen angesammelten organischen Massen 
bei gleichbleibenden Standortsbedingungen mikrobiell aufgearbeitet sind. 
Eine Lésung dieser Frage soll im nachsten Abschnitt versucht werden. 


VI. Bilanz der Humusatmung 


Der Gehalt des Untersuchungsmaterials an organischer Substanz 
wurde bestimmt durch Oxydation mit Chromschwefelséure (SPRINGER 
u. Kunp 1954,1955) und der dabei ermittelte Reduktionswert umgerech- 
net in C- bzw. Humusgehalt (580 mg C entsprechen durchschnittlich 1 g 
Humus). Im folgenden wird der Reduktionswert der organischen Sub- 
stanz bei vollstandiger Verbrennung mittels Chromschwefelsdure ver- 
glichen mit der Sauerstoffzehr beim mikrobiellen Abbau, um eine Vor- 
stellung dariiber zu erhalten, welche Zeit die Mikroorganismen unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen benotigen wirden fiir die vollstandige 
Oxydation der organischen Substanz. Streng genommen ware ein der- 
artiges Vorgehen nur fiir die letzte Phase des Streuabbaues gerechtfer- 
tigt, denn die einzelnen Stufen der Streuzersetzung sind dadurch gekenn- 
zeichnet, da8& die unter den jeweiligen Bedingungen leicht spaltbaren 
Substanzen angegriffen werden unter Hinterlassung bzw. auch Neubil- 
dung schwerer zersetzlicher Reste, so daB die zum vollstandigen Abbau 
erforderliche Zeit dadurch immer weiter hinausgeschoben wird. Neben 
den Abbauzeiten, die sich aus dem oben angefiihrten Ansatz fir die 
Humusstoffschicht ergeben, werden der Vollstandigkeit halber auch die 
Werte der dariiber liegenden Schichten in Klammern angefihrt. 

Sollen die unter Laborbedingungen gewonnenen Ergebnisse auf die 
Verhaltnisse am Standort tibertragen werden, so wachst die Unsicherheit 
noch mehr. Die Laborversuche fanden bei 26°C statt. Die Atmung ver- 
lauft bei dieser erhohten Temperatur weitaus intensiver als am Standort. 
Es miissen also die gemessenen Atmungswerte soweit reduziert werden, 
bis sie den Verhaltnissen am Standort entsprechen. 

Die mittleren Bodentemperaturen, die nach GxtcErR (1950) nicht 
wesentlich von der durchschnittlichen Lufttemperatur abweichen, dirf- 
ten zwischen 6,7° und 8,6°C anzusetzen sein. In der unteren Buchenstufe 
des Vogelsberges (500 m tiber NN) betragt die mittlere Jahrestemperatur 
6,7°C (Knapp 1949), und fiir die tbrigen drei Probeflachen liegen die 
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Jahresdurchschnittstemperaturen zwischen 7,8° und 8,6°C (nach freund- 
licher Auskunft von Herrn Dr. Scutrerus, Agrarmeteorologische Ver- 
suchs- und Beratungsstelle Hamburg). 

GemaB der van’t Hoffschen Regel bewirkt jede Temperaturerhéhung 
um 10°C eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeiten auf das 2- bis 
3fache. Dieses Gesetz gilt auch fiir die Bodenatmung (KoEpr 1953) und 
konnte ebenfalls bei den vorliegenden Versuchen bestitigt werden. Bei 
Herabsetzung der Wasserbadtemperatur von 26°C auf 16°C erniedrigte 
sich namlich der Sauerstoffverbrauch durchschnittlich um den Faktor 2,5 
(die MeBwerte schwankten zwischen 2,1 und 2,9). Da die Temperatur bei 
den Laborversuchen um fast 20°C héher lag als die durchschnittliche 
Temperatur am Standort, miissen die aus den Laborversuchen abgeleiteten 
Zeiten also mit dem Faktor 6 multipliziert werden. 

Die Feuchtigkeitsverhaltnisse sollen unberiicksichtigt bleiben, weil 
hierfiir_keine Jahresdurchschnittswerte vorliegen und weil die Schwan- 
kungen der Bodenfeuchte in ihrer Verzahnung mit den jeweils herrschen- 
den Temperaturen von gréSerer Bedeutung fiir den Streuabbau sein 
diirften als ein Jahresmittel des Wassergehaltes. Ferner kénnen sich von 
Schicht zu Schicht teilweise betrachtliche Unterschiede in der Feuchtig- 
keit ergeben. Auch ist es denkbar, daB sich in der Podsolfliche 4 mit 
ihrem durchlassigen Sanduntergrund Trockenperioden stirker auswirken 
als in den Braunerde-Flachen, zumal die Durchwurzelung im Podsol 
ziemlich flach verlauft und somit den oberen Bodenschichten mehr 
Wasser entzogen wird. Da das Untersuchungsmaterial in den Warburg- 
GefaBen ausreichend durchfeuchtet wurde, sind die weiter unten 
angefiihrten Abbauzeiten hinsichtlich des Feuchtigkeitsfaktors als 
Optimalwerte zu betrachten. 

Die Bestimmung der Sauerstoffzehr fand in einem CO,-freien Gas- 
raum statt (KOH im Zentralgefi® oder in der Seitenbirne), also unter 
Bedingungen, die am Standort nicht herrschen und daher zu weiteren 
Fehlern AnlaB geben kénnten. 

Auch die Tiere wurden, soweit wie moglich, aus dem Untersuchungs- 
material entfernt, so da die angefiihrten Werte nur den mikrobiellen 
Teil der Streuzersetzung umfassen. Dieser diirfte in der Humusstoff- 
schicht den Hauptanteil an den Abbauvorgingen ausmachen, in der Ver- 
moderungsschicht hingegen wird ein gréBerer Prozentsatz im Tierdarm 
zersetzt. 

Zur Oxydation von 1g Humus werden nach dem Verfahren von 
SPRINGER u. KiEE 96,88 ml einer 2n Kaliumbichromat-Lésung ver- 
braucht, die 1,083 1 Sauerstoff liefern. Dividieren wir die zur Oxydation 
von 1 g Humus erforderliche Sauerstoffmenge durch den in der Warburg- 
Apparatur je Gramm Humus und Stunde gemessenen Sauerstoffver- 
brauch, so ergibt sich die Zeit, die zum vollstandigen mikrobiellen Abbau 
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des Humus unter den gegebenen Versuchsbedingungen noétig ware, vor- 
ausgesetzt, da die mikrobielle Aktivitat wahrend des ganzen so berech- 
neten Zeitraumes auf gleicher Hohe bleiben wiirde. Da dieses nicht 
zutrifft, sondern die Aktivitét mit fortschreitender Humuszersetzung 
allmahlich nachlaBt, erhalten wir nur Mindestwerte. Fiir die untere 
Humusstoffschicht der Buchenfliche auf Podsol wurde z. B. in der 
Warburg-Apparatur ein Sauerstoffverbrauch von 9,9 ul/g - Std ermittelt. 
Wird die zum vollstandigen 
Abbau notige Sauerstoff- 
menge von 1,0831 durch 
diesen Wert dividiert und 


Tabelle 6. Die zwm Abbau des Humus der einzelnen 
Bodentypen erforderlichen Zeitrdwme 
(in Jahren) 


mit dem Korrektionsfaktor Bodentyp Schicht Buche Fichte 

fiir die Temperatur (6) mul- —_ Eutrophe L, F,, F, (2,4) | (5,7) 
tipliziert, so ergibt sich eine Braunerde A, 9,4 17 
Zeit von 76 Jahren. Hy 20 31 

Diefiirdie verschiedenen _ Podsolige L, F,, F, | (3,2) (7,5) 
Braunerde ink, 10,3 40 


Flachen ermittelten Werte 


sind in Tab. 6 aufgefiihrt. Pseudogley- | L,F,,F,| (3,7) (8,3) 
Die Mindestzeit, die der Fodsol at as) [eu 
mikrobielle, +Abban, ides =F a seed 
Materials der Humusstoff- Fodsol L, ee By phe (10,2) 
schicht erfordert, schwankt H, 3s a 


zwischen 9,4 und 242 Jah- 

ren. Auf allen Flachenpaaren dauert die Aufarbeitung des Fichtenhumus 
langer als beim Buchenhumus. In der eutrophen Braunerde bendotigt die 
Mineralisation des Fichtenhumus etwa die 1,5fache Zeit von der des 
Buchenhumus, in der podsoligen Braunerde etwa die 4fache, im Pseudo- 
gley-Podsol etwa die 6fache und im Podsol etwa die 3fache. Daraus geht 
hervor, daB die ungiinstige Wirkung des Fichtenanbaues in der eutrophen 
Braunerde zunachst noch verhaltnismaBig gering ist, gréBer sind die zu 
erwartenden relativen Bodenschaden im Podsol und in der podsoligen 
Braunerde, und besonders deutlich treten sie hervor im Pseudogley- 
Podsol. Es muB aber betont werden, daB diese Reihenfolge der Boden- 
typen nach ihrer relativen Widerstandskraft gegentiber Fichtenanbau 
nicht parallel geht zu der Ertragsleistung der Fichte auf den einzelnen 
Boden. 

Es ware sinnlos, fiir die L- und F-Schicht die Zeitdauer zu berechnen, 
die bis zur volligen Oxydierung des organischen Materials vergeht, weil in 
diesen Schichten der Bestandsabfall nur teilweise abgebaut wird und der 
Rest in die tieferen Schichten gelangt. Es diirfte aber méoglich sein, aus 
der Zeit, die bei gleichbleibender Atmungsintensitat zum vollstandigen 
Abbau notig ist, zu ermitteln, welcher Anteil des Streumaterials in L- und 
F-Schicht zersetzt wird. 
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In den Buchenflichen auf Braunerde enthalten Férna und Vermode- 
rungsschicht etwa zwei Streujahrginge, d.h. ein Streujahrgang bleibt 
2 Jahre lang in diesen beiden Schichten dem Angriff der Bodenorganis- 
men ausgesetzt. Berechnen wir unter Beriicksichtigung der Schichtmach- 
tigkeiten das gewogene Mittel fiir die Atmung in Férna und Vermode- 
rungsschicht und daraus die zum Abbau erforderliche Zeit, so ergeben sich 
2.4 bzw. 3,2 Jahre. Aus diesen Werten ist zu schlieBen, daB die Streu in 
der L- und F-Schicht bereits zu 60—80°/, mikrobiell zersetzt wird. Wird 
vorausgesetzt, daB in den Podsolflachen ein Streujahrgang ebenfalls in 
2 Jahren die Forna, F,- und F,-Schicht durchlauft, so betragt die Abbau- 
rate in diesen Schichten etwa 55—60°/ 9. 

In die H,- bzw. F3-Schicht gelangt also nur ein Rest von 20—45°/, 
aus schwer zersetzlichen Anteilen, und die Intensitat, mit der gerade 
dieser Rest in den einzelnen Bodentypen angegriffen werden kann, 
stellt em wesentliches Unterscheidungsmerkmal der einzelnen Humus- 
bildungen dar. 

Es erscheint schwierig, obige Berechnung auch auf Férna und Ver- 
moderungsschicht unter der Fichte auszudehnen, da nicht sicher ist, wie 
lange ein Streujahrgang in diesen Schichten bleibt. Wird ebenfalls ein 
Zeitraum von 2 Jahren zugrunde gelegt, so wiirde nur etwa 1/, bis 1/; der 
Streu abgebaut werden. Dieser Anteil diirfte etwas zu gering sein, und es 
kann daher angenommen werden, da unter der Fichte ein Streujahr- 
gang den Weg durch Forna sowie F,- und F,-Schicht in einem langeren 
Zeitraum als zwei Jahre zuriicklegt. 

Auf die entscheidende Bedeutung der Temperatur fiir den regionalen 
Humusvergleich hat besonders JEnny (1930) hingewiesen. Danach 
erfolgt der Streuabbau unter tropischen Bedingungen auBerordentlich 
rasch. Wird fiir die in Buchenférna und Vermoderungsschicht der 
eutrophen Braunerde gemessene Humusatmung die zur vélligen Minera- 
lisation unter tropischen Temperaturbedingungen erforderliche Zeit er- 
rechnet, so ergeben sich nur 5 Monate. 


Zusammenfassung 

Auf vier jeweils mit Buche und Fichte bestandenen Flachenpaaren 
(1. eutrophe Braunerde, 2. podsolige Braunerde, 3. Pseudogley-Podsol 
und 4. mafig entwickelter Eisenpodsol) wurden miteinander verglichen: 
das Pflanzenkleid, die chemische Beschaffenheit des Materials in den ein- 
zelnen Schichten des A-Horizontes, die Pilzflora, Keimgehalt und Aktivi- 
tat der Mikroorganismen sowie Verlauf und Dauer der Streuzersetzung. 

Die pxu-Werte des Fichtenhumus liegen sowohl in aqua dest. als 
auch in KCl stets niedriger als die des Buchenhumus. Hinsichtlich des 
Stickstoffgehaltes der Férna reagiert die Buche im Gegensatz zur Fichte 
deutlich auf Standortsunterschiede, indem der N-Gehalt mit zunehmender 
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Bodengiite steigt von 0,82°/, (Hisenpodsol) bis 1,44°/, (eutrophe 
Braunerde). Im Verlaufe der Umwandlung des Bestandesabfalles in 
amorphe Humussubstanzen verengt sich das C/N-Verhaltnis auf den 
nahrstoffreicheren Standorten starker als auf den armeren (in Bodentyp 
1 auf 13,9 bzw. 9,1 und in Typ 4 auf 43,1 bzw. 32,7). 

Unter beiden Baumarten weist die obere Vermoderungsschicht die 
héchsten Keimzahlen auf, und nach den tieferen Schichten hin erfolgt 
ein allmahlicher Riickgang. Bis auf die Forna betragt der Keimgehalt des 
A-Horizontes der Fichtenflachen nur 35—77°/, der Buchenwerte. AuBer 
auf Flache 4 ist das Verhaltnis von Bakterien zu Schimmelpilzen unter 
der Fichte enger als unter der Buche. 

Ein kraftiger Abbau der Fichtenstreu erfolgt bereits in der Forna, 
wahrend das Buchenlaub am starksten in der oberen Vermoderungs- 
schicht angegriffen wird. In der Vermoderungsschicht wird die Intensitat 
der mikrobiellen Aktivitat staérker durch die Baumart als durch den 
Bodentyp beeinflu8t, und zwar erreicht die Abbauleistung unter der 
Fichte nur 22—40°/, der entsprechenden Buchenwerte. In der Humus- 
stoffschicht geht der Sauerstoffverbrauch betrachtlich zurtick. Hier wird 
die mikrobielle Leistung weniger durch die Baumart als durch den Boden- 
typ bestimmt. Die Humusstoffe der Braunerde werden mit weitaus 
gréBerer Intensitit angegriffen als die des Podsols. 

Aus den Atmungswerten wurde errechnet, daB in der eutrophen 
Braunerde das H,-Material unter der Buche nach 9,4 Jahren vdllig mine- 
ralisiert ware, unter der Fichte nach 17 Jahren. In der podsoligen Braun- 
erde wiirde es 10,3 bzw. 40 Jahre dauern, im Pseudogley-Podsol 20 bzw. 
121 und im Eisenpodsol 40 bzw. 121 Jahre. Hieraus geht hervor, dais 
wiederholter Fichtenanbau verglichen mit dem Buchenanbau im Pseudo- 
gley-Podsol zu einer besonders machtigen Decke von Auflagehumus 
fiihren mu8. Weniger stark wird die Humusansammlung in der podsoligen 
Braunerde und im Podsol sein und nur gering in der eutrophen Braunerde. 


Herrn Prof. Dr. J. Weck und Herrn Prof. Dr. W. Kusrina danke ich fir das 
hilfsbereite Interesse, das sie dieser Arbeit entgegenbrachten, ferner der Technischen 
Assistentin Fraulein L. Huss fiir ihre Unterstiitzung bei den Analysen. Der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die Bereitstellung eines Warburg- 
Gerates. 
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‘ Aus dem Tuberkulose-Forschungsinstitut Berlin-Buch und dem Institut 
fiir Lebensmittelchemie und -technologie der Humboldt-Universitat zu Berlin 


Uber den Einflu8 von Substratkombinationen auf ruhende 
und sich vermehrende Mycobakterien (M. phlei) 


I. Mitteilung 


Vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkung der Einzelkomponenten 
auf INH-sensible und -resistente Bakterien 


Von 
G. MULLER, H. IWAINSKY und K. TAUFEL 


(Hingegangen am 19. November 1959) 


Um bei der gegenwartigen Tuberkulosesituation entscheidende Fort- 
schritte erzielen zu kénnen, ist neben umfassenden prophylaktischen und 
therapeutischen MaBnahmen eine intensive experimentelle Forschungs- 
arbeit notwendig. Unsere Kenntnisse iiber den Stoffwechsel der Myco- 
bakterien sind noch sehr liickenhaft. Zwar sind z. B. Nahrstoffbedarf und 
Fermentsysteme dieser Bakteriengattung vielfach untersucht worden 
(LOEBEL et al. 1933, BrRNuEIM 1941, EDsoN u. HuntTeER 1947, ZELLER 
u. OwEN 1951, Yamamura et al. 1952, Kusunosg u. Kusunose 1952, 
ANDREA et al. 1953, Youmans et al. 1956); aber dabei ist die Zahl der 
Nahrstoffe auBerordentlich stark eingeschrankt worden, um von einiger- 
maBen tiberschaubaren Verhaltnissen auszugehen. Die erhaltenen Ergeb- 
nisse lassen darum nur Riickschliisse auf diese ausgewahlten Modellfalle 
zu und kénnen keinen Anspruch auf Wiedergabe der in vivo vorliegenden 
Bedingungen haben. Die Vielzahl der tatsichlichen Reaktionsméglich- 
keiten wird bereits beim Einsatz zweier verschiedener Nahrstoffe deutlich. 


So berichtet Monop (1942) bei Untersuchungen an Bac. subtilis und H. coli 
iiber Verainderungen der Sauerstoffaufnahme bei Zusatz verschiedener Kohlen- 
hydrate. Nach TAuFEL u. RurrLorr (1958) setzt Aspergillus niger Oxalsiure nur 
in Gegenwart anderer Kohlenstoffquellen (z. B. Bernstein- oder Citronensiure) um. 
Sie folgern daraus, da Oxalsaure nur in Gegenwart solcher Verbindungen oxydiert 
wird, die neben der Energielieferung auch die Synthese der Zellbausteine gewahr- 
leisten. In Gegenwart verschiedener Kohlenhydrate und Alkohole konnten You- 
MANS u. YoumANS (1953) bei Mycobakterien ahnliche Beeinflussungen nachweisen. 


Die vorliegenden Untersuchungen befaften sich mit der gleichen 
Fragestellung. Bei M. phlei, einem apathogenen Saprophyten, wurde der 
Einflu8 einiger Nahrstoffkombinationen, darunter auch solche mit der 
sonst als Fermentinhibitor verwendeten Malonsaure, auf die Ruhe- und 
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Vermehrungsatmung untersucht. Um gleichzeitig das Problem der Arznei- 
mittelresistenz, hier speziell gegeniiber Isonicotinsaéurehydrazid (INH), 
weiter verfolgen zu kénnen, wurde die INH-resistente Variante in die 
Untersuchungen einbezogen. Als Grundlage fiir die Beurteilung war 
zunichst eine moéglichst exakte Abgrenzung des Einflusses der Einzel- 
komponenten notwendig. 


Experimenteller Teil 


1. Methodik 


Arbeitsweise. Zur Erfassung der Stoffwechselvorgainge ist erfahrungsgemaB 
die Messung der Sauerstoffaufnahme im Warburg-Apparat sehr zweckmafig. 
Die technischen Daten waren folgende: 2 ml Bakteriensuspension/Gefa8; 0,1 ml 
20°/,ige Kalilauge im ZentralgefaiB ; Badtemperatur 37,5° C; 180 Schwingungen/min; 
Amplitude 1 cm; Versuchsdauer 6 bzw. 12 Std (vgl. lwarysky u. KAppLer 1956). 


Die Bestimmung des respiratorischen Quotienten (Rg) erfolgt nach der so- 
genannten direkten Methode von WaRrBuRG (1926) mit Hilfe von 4 ParallelgefaBen 
(A und B mit Kalilauge im Einsatz, C und D ohne Absorptionsmittel; C enthalt 
zur Bestimmung des retinierten Kohlendioxyds 0,5 ml 10n Schwefelsiure in 
der Seitenbirne). Bei konstantem py-Wert wurde die retinierte Kohlensaure parallel 
mit Hilfe des Gefafes D nach UmBretr et al. (1951) berechnet. 


Verwendete Substrate. Glycerin bidest. p.a. (Riedel de Haen A.G., Seelze 
bei Hannover), Ameisensiure 88°/, p.a., Natriumacetat rein, Citronensaiure rein 
(Laborchemie Apolda), Glyoxylsiure (Feinchemie Berlin-Wilmersdorf), Malon- 
saure (nach ,,Organic Synthesis‘‘, John Wiley and Sons., New York 1956, Vol. I, 
S. 376 hergestellt), Bernsteinsiure p.a. (Union Chemique Belgium). Die Substrate 
wurden in der entsprechenden Konzentration auf einen py-Wert von 6,8 eingestellt 
und fiir Versuche mit sich vermehrenden Bakterien im Dampftopf_ sterilisiert 
bzw. steril filtriert. 


Anziichtung der Bakterien und Herstellung der Versuchsansiatze. 
Die biologischen Higenschaften des verwendeten Stammes M. phlei ,,Berlin‘‘ und 
seiner unter definierten Bedingungen geziichteten INH-resistenten Variante wurden 
bereits mitgeteilt (MULLER 1959). Die Anziichtung erfolgte auf festem Nahrboden 
Hohn IV nach Gorrsackrr. Das Alter der Bakterienkulturen betrug 4—5 Tage. 


Ansatz fiir Ruheatmung. Die vom Nahrboden abgenommenen Bakterien 
werden mit destilliertem Wasser (0,1°/, Tween 80 enthaltend) aufgeschwemmt, mit 
dem gleichen Volumen Phosphatpuffer nach SORENSEN (0,066 m) auf einen pu- Wert 
von 6,8 gebracht und durch eine Glasfritte (G 3) filtriert. 


Ansatz fiir sich vermehrende Bakterien. Zu 100 ml-Kirchner-Substrat 30 
nach H®RRMANN (1946) (ohne Malachitgriin und Glycerin, Zusatz von 0,059/, 
Tween 80) werden 10 ml einer dem Ansatz fiir die Ruheatmung entsprechenden 
Suspension zugesetzt. Die Substratzugabe erfolgte ebenfalls 30 min vor Versuchs- 
beginn. 

Die Endkonzentration der Nahrstoffe war 0,2 molar, die Bakterienfeuchtgewichte 
lagen bei 10—14 mg/ml fiir die Ruheatmung und bei 0,4—0,6 mg/ml fiir die Ver- 
mehrungsatmung. Die Feuchtgewichte wurden nephelometrisch ermittelt. Die 
Differenz zwischen den Ansitzen mit sensiblen und resistenten Keimen war nicht 
groBer als 10°/,. 
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2. Ergebnisse 
a) EinfluB der Substrate auf die Ruheatmung 


Werden die Substrate nach ihren Qo,-Werten geordnet, dann ergibt 
sich, wie aus Tab.1 hervorgeht, folgende Reihe: Glycerin, Malon-, 
Bernstein-, Essig-, Ameisen-, Glyoxyl- und Citronensaure. Die letzt- 
genannte hat kaum noch einen Einflu8 auf die endogene Atmung. Die 


Tabelle 1. Der Hinflup verschiedener Substrate auf die Ruheatmung LN H-sensibler 
und -resistenter Zellen von M. phlei 


Qoz = 1 0,/mg Feuchtgewicht x Std 


Substrat 
sens. M. phlei res. M. phlei 

Glycerin — 8,2 — 7,9 
Malonsaure — 5,1 — 4,5 
Bernsteinsaure — 4,1 — 3,9 
Essigsaure — 4,0 — 3,7 
Ameisensaure =— 3,7 — 3,0 
Glyoxylsaure — 2,9 — 2,5 
Citronensaure — 2,3 — 2,3 
Ohne Zusatz 

(endogene Atmung) — 2,1 — 2,2 


Tabelle 2. Der Einflup verschiedener Substrate auf die Vermehrungsatmung 
INH-sensibler und -resistenter Zellen von M. phlet 


O.-Verbrauch (1) bei 12stdg. Inkubation 


Substrat 


sens. M. phlei res. M. phlei 

Glycerin 1980 + 750 + 
Malonsaure 730 + 340 + 
Bernsteinsaure 1040 + 470 + 
EKssigsaure 530 + 310 + 
Ameisensaure 390 190 
Glyoxylsaure 330 170 
Citronensaure 190 150 
Ohne Zusatz 

(endogene Atmung) 170 140 


erhaltenen Werte stimmen mit den bei Glycerin, Essig-, Bernstein- und 
Citronensdure friiher gefundenen gut tiberein ([WAINSKY u. KAPPLER 
1958), ebenso wird der EinfluB der Arzneimittelresistenz sichtbar 
(KAPPLER u. [watnsky 1959). 


b) EinfluB der Substrate auf sich vermehrende Bakterien 
In Tab.2 ist die Auswirkung der Substrate auf die Sauerstoffaufnahme 
sich vermehrender Bakterien wiedergegeben. Nur bei 4 von den 7 ein- 
gesetzten Nahrstoffen zeigt die Sauerstoffaufnahme den fiir die Ver- 
mehrung typischen logarithmischen Kurvenverlauf(+). Die Unterschiede 
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zwischen sensiblen und resistenten Keimen sind sehr deutlich. Bei der 
Anwendung von Glycerin und Essigsiure kénnen die frither erhaltenen 
Ergebnisse bestaitigt werden (IwaInsky u. KAppLeR 1959). Die sich 
bei den Versuchen mit Bernsteinsiure ergebenden Differenzen dirften 
wahrscheinlich auf die Konzentrationsveranderung zuriickzufihren sein. 


c) Ermittlung des respiratorischen Quotienten 


Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahme ermdglicht Aussagen nur 
dariiber, ob die Substanz in den oxydativen Stoffwechsel der Bakterien 
eingeht. Um weitergehende Kenntnisse zu erhalten, bedarf es der 
zusatzlichen Anwendung anderer Methoden. So kann man z.B. unter 
gewissen Vorbehalten (Epson 1947, Horto u. OkuNUKI 1954) bei der 


Tabelle 3. Der respiratorische Quotient verschiedener Substrate 
bei INH-sensiblen und -resistenten Zellen von M. phlei 


Substrat af Berechneter Wert 
sens. M. phlei | res. M. phlei | bei volliger Oxydation 

Glycerin 0,82 0,82 0,86 
Malonsiure 1,42 | 1,28 1,50 
Bernsteinsaure 1,06 1,14 1,14 
Essigsaure 0,96 | 0,93 1,00 
Ameisensaure 1,28 1,28 2,00 
Glyoxylsaiure 212 1,80 2,00 
Milchsaure 0,98 0,98 1,00 
Brenztraubensaure 1,42 127 1,20 
Oxalessigsiure 2.23 1,94 1,60 

Ohne Substrat 

(endogene Atmung) 0,82 0,84 ~ 


Ermittlung des respiratorischen Quotienten Riickschliisse auf den Oxy- 
dationsgrad der einzelnen Verbindungen ziehen. Wie aus Tab.3 hervor- 
geht, entspricht. der Rg der meisten untersuchten Substanzen einer 
volligen Oxydation zu Kohlendioxyd und Wasser. Der Wert fiir Ameisen- 
sdure liegt aus noch nicht geklartenGriinden weit unter dem theoretischen 
Wert. Die Erhéhung des Rg fiir Brenztrauben- und Oxalessigsiure ist 
mit einer partiellen Decarboxylierung zu Essig- bzw. Brenztraubensaure 
zu erkliren. Statistisch gesicherte Unterschiede (» < 0,001) zwischen der 
sensiblen und resistenten Variante bestehen bei den Re- mace von 
Brenztrauben- und Oxalessigsiure. 


Diskussion der Ergebnisse 
Nach ihrem KinfluB auf die Ruhe- und Vermehrungsatmung lassen 
sich die gepriiften Substrate in zwei Gruppen unterteilen. Zur ersten 
gehoren Glycerin, Malon-, Bernstein- und Essigsiure. Bei der Ruhe- 
atmung liegt der Qo, zwischen —8,2 und —4, bei sich vermehrenden 
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Bakterien zeigt die Sauerstoffaufnahme den fiir die Vermehrung typi- 
schen logarithmischen Kurvenverlauf. Die zweite Gruppe, Ameisen-, 
Glyoxyl- und Citronenséure 1i8t dagegen eine Vermehrung nicht mehr 
erkennen. 

Die Versuche mit Malonsaure sind im Hinblick auf ihren Einsatz als 
Fermentinhibitor interessant. Es konnte eindeutig nachgewiesen werden, 
da8 sie im Gegensatz zu den Erwartungen auch bei Vermehrungs- 
vorgangen als Nahrstoff Verwendung finden kann. Hinsichtlich des Ein- 
flusses auf ruhende Zellen kénnen die Ergebnisse von Horto u. OKUNUKI 
(1954) bestatigt werden. Wie die Bestimmung des respiratorischen 
Quotienten zeigt, verlauft bei Malonsaéure ebenso wie bei den tbrigen 
gepriiften Substraten die Oxydation praktisch vollstandig. Erwartungs- 
gemaB sind Unterschiede zwischen INH-sensiblen und_ -resistenten 
Bakterien in der Sauerstoffaufnahme bei der Ruheatmung kaum nach- 
weisbar. Bei anderen Substraten, z. B. bei einwertigen Alkoholen, sind sie 
viel deutlicher (KAPPLER u. Iwatnsky 1959). Bei sich vermehrenden 
Bakterien sind auch bei den neu gepriiften Substanzen die festgestellten 
Differenzen sehr betrachtlich. Die resistenten Keime zeigen generell ein 
vermindertes Wachstum. Der unterschiedliche Rg-Wert sensibler und 
resistenter Keime bei Brenztrauben- und Oxalessigsdure ist mit einer 
erhohten Decarboxylaseaktivitat der sensiblen Variante zu erklaren. 


Zusammenfassung 

1. ImHinblick auf ihre Verwendung als zweite Kohlenstoffquelle neben 
Glycerin wird der Einflu8 verschiedener Substrate auf die Ruhe- und 
Vermehrungsatmung INH-sensiblerund -resistenter Bakterien untersucht. 

2. Substrate mit einem Qo, zwischen —8,2 und —4 bei ruhenden 
Bakterien zeigen auch bei sich vermehrenden Keimen eine fiir Ver- 
mehrungsvorgange charakteristische Sauerstoffaufnahme. Beim Zusatz 
der anderen Substrate laBt sich dagegen eine Vermehrung nicht mehr 
erkennen. 

3. Wahrend sich bei der Ruheatmung zwischen INH-sensiblen und 
_-resistenten Bakterien kaum Unterschiede feststellen lassen, ist bei der 
resistenten Variante die Vermehrungsatmung bei allen gepriiften Sub- 
straten verzogert. 

4. Mit Ausnahme der Ameisensdure entspricht der Rg bei allen Sub- 
straten einer vollstandigen Oxydation zu Kohlendioxyd und Wasser. 

5. Der Rg fiir Brenztrauben- und Oxalessigsiure zeigt zwischen der 
INH -sensiblen und -resistenten Population statistisch gesicherte Diffe- 
renzen. Dieser Befund ist mit einer erhéhten Decarboxylaseaktivitat der 
sensiblen Variante zu erklaren. 


Frau H. Kiven, Frau I. Stepnan und Herrn G. Horyxis sei auch an dieser 
Stelle fiir ihre Einsatzbereitschaft und ihre gewissenhafte Mitarbeit gedankt. 
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Aus dem Tuberkulose-Forschungsinstitut Berlin-Buch und dem Institut 
fir Lebensmittelchemie und -technologie der Humboldt- Universitat zu Berlin 


Uber den Einflu8 von Substratkombinationen auf ruhende 
und sich vermehrende Mycobakterien (M. phlei) 


II. Mitteilung 


Uber das Verhalten INH-sensibler und -resistenter Bakterien beim Einsatz 
zweier Kohlenstoffquellen 


Von 
G. MULLER, H. IWAINSKY und K. TAUFEL 


Mit 8 Textabbildungen 


(Hingegangen am 19. November 1959) 


Angesichts der auBerordentlich starken Wirkung des Glycerins auf 
die Ruhe- und Vermehrungsatmung von M/. phlei (MULLER 1959, MOLLER 
et al. 1960) erschien es zweckmafig, die Glycerinkonzentration im 
Vergleich zur 2. Komponente wesentlich herabzusetzen, um ein Uber- 
decken des Einflusses dieses Substrates nach Moglichkeit ausschalten zu 
koénnen. Durch eine solche Konzentrationsminderung waren sowohl bei 
ruhenden als auch bei sich vermehrenden Bakterien Veraénderungen in der 
Sauerstoffaufnahme zu erwarten (KAPPLER u. IwarnsKy 1959, [wAInsky 
u. KA&ppier 1959). Sie muBten in einem entsprechend angelegten 
Versuch festgestellt werden. Um die Auswirkungen der 2. Kohlenstoff- 
quelle exakt abgrenzen zu konnen, wurde parallel zur Messung der Sauer- 
stoffaufnahme die Bestimmung des noch in der Nahrlosung vorhandenen 


Glycerins durchgefihrt. 


Experimenteller Teil 


1. Methodik 


Die Bestimmung der Sauerstoffaufnahme erfolgte mit Hilfe der Warburg- 
Apparatur. Methodische Hinzelheiten sowie die Herstellung und Zusammensetzung 
der jeweiligen Versuchsansatze sind bereits in der I. Mitteilung beschrieben worden. 
Die Konzentration der Kohlenstoffquellen in den Versuchsansatzen war bei Gly- 
cerin 0,003—0,005 molar, bei dem 2. Substrat (Malon-, Bernstein-, Hssig-, 
Ameisen-, Glyoxyl- und Citronensaure) 0,2 molar. Die Glycerinbestimmung erfolgte 
nach Lampert u. Nuts (1950). Glyoxylsdure muBte vor der Bestimmung ent- 
fernt werden. Dies erfolgte in Anlehnung an die Arbeitsweise von Harvey u. 
Hiasy (1951) durch Zusatz von Calciumhydroxyd und Kupfersulfat. 
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2. Ergebnisse 
Die Auftragung der Sauerstoffaufnahme je Zeiteinheit erwies sich fiir 
die Wiedergabe der Ergebnisse am giinstigsten. Zur besseren Vergleichs- 
moéglichkeit wurden weiter die fiir Glycerin allein erhaltenen Ergebnisse 
in die jeweilige Abbildung mit eingezeichnet. 


a) EinfluB der Substratkombinationen auf die Ruheatmung 


In allen Versuchen ist zwischen sensiblen und resistenten Keimen ein 
unterschiedliches Verhalten festzustellen. Beim Zusatz von Glycerin 
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Abb. 1. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch ruhender Zellen von M. phiei beim Zusatz von 

Glycerin und Malonsiiure. Sauerstoffaufnahme bei Glycerinzusatz x --- x M. phlei sens. 0---0 M. phlei 

res. Sauerstoffaufnahme bei Nihrstoffkombination x—x M. phlei sens. o—o M.philei res. Glycerin 

in der Nihrlésung bei Glycerinzusatz J M. phlei sens. O M. phlei res. Glycerin in der Nihrlésung 
bei Nahrstoffkombination [%) M. phlei sens. [§ M. phlei res. 


(Versuchsreihe 1) sinkt die Sauerstoffaufnahme der sensiblen Keime 
proportional der Glycerinkonzentration (vgl. Abb.1). Nach Verbrauch 
des Glycerins knickt die Kurve fiir die Sauerstoffaufnahme langsam ab. 
Bei der resistenten Variante bleibt dagegen die Sauerstoffaufnahme bis 
zum praktisch vollstindigen Verbrauch konstant, um dann rasch und 
kontinuierlich zu fallen. 

Wird Malonsaure als 2. Kohlenstoffquelle zugesetzt (Versuchsreihe 2), 
dann verlaufen der Glycerinverbrauch und die Sauerstoffaufnahme der 
sensiblen Variante zunachst (180 min) wie bei Versuchsreihe 1 (Glycerin). 
Nach Verbrauch des Glycerins steigt die Sauerstoffaufnahme bis zu 
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einem konstanten Wert wieder an. Der Glycerinverbrauch der resistenten 
Keime erfolgt im Vergleich zum Versuch 1 langsamer, entsprechend ist 
die anfangs konstante Sauerstoffaufnahme erniedrigt. Ein Knickpunkt 
der Kurve zeigt das Ende der Glycerinoxydation an, die Kurve steigt 
danach wieder. Zu analogen Ergebnissen fiihrt die Versuchsreihe 3 
(Glycerin und Bernsteinséure). Der im Vergleich zur Versuchsreihe 1 
geringere Glycerinverbrauch ist besonders bei resistenten Bakterien aus- 
gepragt. Die Kurven fir die Sauerstoffaufnahme verlaufen flacher als bei 
Versuchsreihe 2. 


¢ — 


Abb. 2. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch ruhender Zellen von M. phlei beim Zusatz von 
Glycerin und Essigsiiure. Zeichen wie in Abb. 1 


Der Einflu8 von Glycerin und Essigsaure (Versuchsreihe 4) ist aus 
Abb.2 ersichtlich. Bei den sensiblen Keimen bleibt die Sauerstoff- 
aufnahme im Gegensatz zu allen bisherigen Versuchen bis zu 180 min 
gleich und sinkt dann auf einen niedrigeren, wieder konstant bleibenden 
Wert ab. Im Vergleich zu Versuchsreihe 1 ist der Glycerinverbrauch 
verlangsamt. Ein analoges Verhalten in bezug auf den Glycerinverbrauch 
zeigt die resistente Variante in noch ausgepragterem Mafs, die Kurve fiir 
die Sauerstoffaufnahme liegt tiefer als bei Versuchsreihe 1, sie bleibt 
wahrend der Versuchszeit annahernd geradlinig. 

Bei einem Austausch der Essigséure gegen Ameisensdure (Versuchs- 
reihe 5) entsprechen die Ergebnisse annaéhernd den in Abb.2 wieder- 
gegebenen. Die Sauerstoffaufnahme der sensiblen Bakterien bleibt 
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allerdings nach dem Abknicken nicht konstant, sondern fallt stetig ab, 
die der resistenten Population zeigt einen deutlichen kontinuierlichen 
Anstieg. 

Wie aus Abb.3 hervorgeht, zeigen Glycerinverbrauch und Sauerstoff- 
aufnahme der sensiblen Population in den ersten 180 min bei der Ver- 
suchsreihe 6 (Glycerin und Glyoxylsaure) einen ahnlichen Verlauf wie bei 
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Abb. 3. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch ruhender Zellen von M. phlei beim Zusatz von 
Glycerin und Glyoxylsiure. Zeichen wie in Abb. 1 


Versuchsreihe 1. Die Sauerstoffaufnahme bleibt nach dieser Zeit auf 
einem konstanten Wert. Bei den resistenten Keimen ist dagegen ein den 
Versuchen 4 und 5 entsprechender Kurvenverlauf festzustellen. 

Der Einflu8 der Citronensaure (Versuchsreihe 7, Glycerin und Citronen- 
sdure) ist sehr gering. Die sensiblen Bakterien zeigen praktisch ein der 
Versuchsreihe 1 entsprechendes Verhalten. Der Glycerinverbrauch der 
resistenten Population ist etwas verlangsamt, die Sauerstoffaufnahme 
bleibt bis zu 240 min gleich und sinkt dann ab. 


b) Hinflup der Nahrstoffkombinationen auf die Vermehrungsatmung 

Im Gegensatz zur Ruheatmung ist in der Vermehrungsphase ein unter- 
schiedliches Verhalten zwischen sensiblen und resistenten Bakterien nur 
in wenigen Fallen festzustellen. Bei der Anwendung von Glycerin als 
einzige Kohlenstoffquelle (Versuchsreihe 8, vgl. Abb.4) sind die bereits 
beschriebenen Unterschiede wieder ins Auge fallend. Die Sauerstoff- 
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aufnahme der sensiblen Keime erreicht nach 3 Std ihr Maximum. Sie 
fallt dann wegen Erschépfung der zugesetzten Glycerinmenge stark ab. 
Infolge der langsamen Vermehrung erreicht die Sauerstoffaufnahme der 
resistenten Zellen erst nach 9 Std ihr Maximum. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihen 9 (Glycerin und Malonsaure) und 10 
(Glycerin und Bernsteinsiure) sind praktisch itibereinstimmend. Der 
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Abb. 4. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch sich vermehrender Zellen von M. phlei beim 
Zusatz von Glycerin und Bernsteinsaure. Zeichen wie in Abb. 1 


rasch einsetzende Anstieg der Sauerstoffaufnahme setzt sich auch nach 
Verbrauch des zugesetzten Glycerins fort (vel. Abb.4). Der Glycerin- 
verbrauch ist besonders bei der resistenten Variante verzogert. 

Bei der Anwendung von Glycerin und Essigsaure als Kohlenstoff- » 
quelle (Versuchsreihe 11, siche Abb.5) zeigen beide Varianten ein gleich- 
sinniges Verhalten. Der Glycerinverbrauch ist verzogert. Im Vergleich 
zur Versuchsreihe 8 ist der Sauerstoffverbrauch anfanglich erniedrigt. 
Er steigt dann langsam und kontinuierlich an. 

Auch bei der Versuchsreihe 12 (Glycerin und Ameisensaure) ist wie aus 
Abb.6 hervorgeht, der Sauerstoffverbrauch beider Populationen zu 
Versuchsbeginn stark erniedrigt. Er zeigt aber im Gegensatz zu den 
vorangegangenen Versuchen (9, 10 und 11) nur in den ersten Stunden 
einen geringen Anstieg, um dann praktisch gleich zu bleiben. Der Glycerin- 
verbrauch ist wieder stark verzogert. 

Beim Zusatz von Glyoxylsdéure zu der Glycerin enthaltenden Nahr- 
lésung (Versuchsreihe 13) zeigen Sauerstoffaufnahme und Glycerin- 
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Abb. 6. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch sich vermehrender Zellen von M. phlei beim 
Zusatz von Glycerin und Ameisensiiure. Zeichen wie in Abb. 1 


verbrauch, wie aus Abb.7 ersichtlich, in einigen Punkten Ahnlichkeiten 
mit den bei der Versuchsreihe 8 erhaltenen Ergebnissen. Nach einer 
anfinglichen Hemmung steigt die Sauerstoffaufnahme bei beiden 
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Abb. 7. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch sich vermehrender Zellen von M. phlei beim 
Zusatz von Glycerin und Glyoxylsiure. Zeichen wie in Abb, 1 
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Abb. 8. Sauerstoffaufnahme und Glycerinverbrauch sich vermehrender Zellen yon M. phlei beim 
Zusatz von Glycerin und Citronensaure. Zeichen wie in Abb. 1 


Varianten stark an. Im Vergleich zur Versuchsreihe 8 sind die Maxima 
etwas verschoben. Bei Erschépfung des Glycerinzusatzes nimmt die 
Sauerstoffaufnahme nach kurzem Absinken wieder zu. 
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Deutliche Unterschiede im Verhalten beider Populationen lassen sich 
bei der Anwendung von Glycerin und Citronensaure als Nahrstoffe 
(Versuchsreihe 14, siche Abb. 8) feststellen. Wahrend die Sauerstoffauf- 
nahme und der Glycerinverbrauch der sensiblen Bakterien bei einer 
geringen Verschiebung des Maximums der Sauerstoffaufnahme etwa der 
Versuchsreihe 8 entspricht, ist der Glycerinverbrauch der resistenten 
Keime stark verzégert. Dementsprechend ist die Sauerstoffaufnahme 
sehr gering und fallt kontinuierlich langsam ab. 


Diskussion der Ergebnisse 


Wie sich aus den Versuchen ergibt, fiihrt der Zusatz einer 2. Kohlen- 
stoffquelle sowohl] bei ruhenden als auch bei sich vermehrenden Bakterien 
je nach dem verwendeten Substrat zu einer unterschiedlichen Beein- 
flussung. Dabei sind klare Beziehungen zu den Ergebnissen, wie sie sich 
beim Einsatz der Substrate allein ergeben haben, nicht zu erkennen 
(MULLER et al. 1960). 


Bei sensiblen ruhenden Bakterien werden Glycerinverbrauch und 
Sauerstoffaufnahme durch den Zusatz von Ameisen- und Essigsdure sehr 
stark beeinfluBt. Méglicherweise werden beide Substrate gleichzeitig 
aufgenommen und oxydiert. 


Die Wirkung der 2. Kohlenstoffquelle 1aBt sich dagegen bei der anderen 
Gruppe erst nach Verbrauch des Glycerins feststellen. Hierzu gehéren 
Bernstein-, Glyoxyl- und Malonsiure. Fiir dieses Verhalten hat Monop 
(1942) den Ausdruck ,,Diauxie“ gepragt. Zwischen den einzelnen Sub- 
straten lassen sich graduelle Wirkungsunterschiede nachweisen. So ist 
der Bernsteinsaure eine gewisse Ubergangsstellung einzurdéumen, da bei 
dieser Versuchsreihe Glycerinverbrauch und Sauerstoffaufnahme andeu- 
tungsweise Veranderungen erfahren, wie sie fiir die erstgenannte Gruppe 
charakteristisch sind. 


Die resistenten Keime zeigen ein etwas verandertes Bild. Wahrend der 
Zusatz von Citronensiure bei der sensiblen Population keinen Einflu8 
auf die Sauerstoffaufnahme erkennen 1aBt, entspricht die Wirkung auf 
resistente Keime etwa der von Ameisen- und Kssigsiure. Ein eindeutig 
der ,, Diauxie“‘ entsprechendes Verhalten ist nur beim Einsatz der Malon- 
sdure nachweisbar. AuBer Bernstein- zeigt hier auch Glyoxylsiiure Merk- 


male der 1. Gruppe. Aus Tab. 1 sind die Unterschiede zwischen sensiblen 
und resistenten Keimen zu ersehen. 


Mit geringen Unterschieden zeigen sich vermehrende Bakterien 
wieder das gleiche Bild. Der Zusatz des 2. Substrates fiihrt bei 
Ameisen-, Essig- und Glyoxylsdure zu einer Erniedrigung der Sauerstoff- 
aufnahme in den ersten Versuchsstunden. Die Anwesenheit von Ameisen- 
saure verhindert eine Vermehrung der Bakterien. Der Einsatz von 
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Essigsdure zeigt wieder die bereits bei der Ruheatmung diskutierte 
Beeinflussung von Sauestoffaufnahme und Glycerinoxydation. 

Das klarste Bild fiir einen der ,,Diauxie‘ entsprechenden Verlauf 
ergeben die Versuche mit Glyoxylsdure. Bei sensiblen Keimen la8t sich 
ein solches Verhalten allerdings mit entsprechenden Einschrinkungen 
auch nach Zusatz von Bernstein- und Malonsaure feststellen. Bei resisten- 
ten Keimen entspricht der Kurvenverlauf der Sauerstoffaufnahme nach 


Tabelle 1. Hinflup des zweiten Ndahrstoffes auf die Ruheatmung 
von sensiblen und resistenten Zellen von M. phlei 


. Beeinflussung von 
- Ohne Wirkun. 
Bakterien- cae: Sauerstoffaufnahme Ubergangs- 
stamm auf die und stellung Diauxie 
Sauerstoffaufnahme . A 
| Glycerinoxydation 
M. phlei Citronensaure Ameisensdiure, | Bernsteinsiure | Glyoxylsaure, 
sens. Essigsaure Malonsaure 
M. phlei Citronensaure, | Bernsteinsiure | Malonsdure 
res. Ameisensaure, | Glyoxylsiure 
Essigsaiure 


Zusatz der 2 genannten Sauren etwa dem der Essigsdure, so daB auf ein 
analoges Verhalten geschlossen werden konnte. Der unterschiedliche 
Glycerinverbrauch spricht aber mehr fiir eine der Glyoxylsaure ent- 
sprechende Wirkung. 

Im allgemeinen sind bei sich vermehrenden Keimen die Unterschiede 
im Verhalten von sensiblen und resistenten Bakterien wenig ausgepragt, 
recht eindrucksvoll ist aber der EinfluB der Citronensdéure. Bei ihrem 
Zusatz werden sensible Keime kaum beeinfluBt, waihrend resistente in 
ihrer Vermehrung gehemmt werden. 

Kine Deutung aller Vorgange ist auBerordentlich schwierig. Wahr- 
scheinlich spielen Beeinflussungen der Permeabilitatsvorgange ebenso 
eine Rolle wie Veranderungen des Stoffwechselgeschehens. Bei den der 
,,Diauxie“‘ entsprechenden Versuchsreihen ist weiter eine adaptative 
Fermentbildung zu diskutieren. Die oft sehr charakteristischen Unter- 
schiede in dem Verhalten INH-sensibler und -resistenter Zellen von 
M. phlei konnen durch Verénderungen der Lipoidmembran oder durch 
groBere Ausweichmoéglichkeiten der resistenten Variante bei verschiedenen 
Stoffwechselprozessen bedingt sein. Bei sich vermehrenden Bakterien 
sind sicher noch andere Faktoren von EinfluB, deren Auswirkungen 
durch weitere experimentelJJle Untersuchungen abzugrenzen sind. Bemer- 
kenswert ist der EinfluB der Glyoxylsaure. Ihr Zusatz als einzige Kohlen- 
stoffquelle 148t eine Vermehrung der Bakterien nicht erkennen (vgl. 
I. Mitt. Tab.2). In Kombination mit Glycerin ist dagegen der Anstieg 
der Sauerstoffaufnahme auch nach dem Verbrauch des Glycerins nach- 


weisbar. 
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Zusammenfassung 


1. Der Einflu8 zweier Kohlenstoffquellen auf die Ruhe- und Ver- 
mehrungsatmung INH-sensibler und -resistenter Zellen von M. phlei wird 
untersucht. Zur Erweiterung der Aussageméglichkeiten erfolgt parallel 
zur Messung der Sauerstoffaufnahme die Bestimmung des in der Nahr- 
lésung vorhandenen Glycerins. 

2. Der Einflu8 der zugesetzten Substrate ist mit einigen Ausnahmen 
auf ruhende und sich vermehrende Bakterien praktisch gleichsinnig. 
Manche Substrate, wie Essigsiure, werden anscheinend gleichzeitig mit 
Glycerin verbraucht. Die Wirkung anderer, z.B. Malon- und Glyoxyl- 
saure, setzt erst nach Verbrauch des Glycerins ein. 

3. In der Ruheatmung zeigen sich zwischen INH-sensiblen und 
-resistenten Bakterien deutliche Unterschiede hinsichtlich der Zuordnung 
der einzelnen Substrate zu den einzelnen Gruppen. Die Sauerstoff- 
aufnahme der sensiblen Keime wird durch Ameisen-, Essig- und Bern- 
steinsdure besonders charakteristisch beeinfluBt. 

4, Die Sauerstoffaufnahme sich vermehrender Keime wird durch 
Zusatz einer 2. Kohlenstoffquelle in den ersten Stunden erniedrigt. 

5. Der Zusatz von Citronensiure ist nur bei resistenten Keimen von 
Einflu8. Er auBert sich in der Ruheatmung wie ein entsprechender 
Essigsdurezusatz und unterbindet die Vermehrung in der Vermehrungs- 
phase. 


Frau H. Kiven, Frau I. Srepoan und Herrn G. Hornxts sei auch an dieser 
Stelle fiir ihre fleiBige und interessierte Mitarbeit unser Dank gesagt. 
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Aus dem Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz 
der Georg-August-Universitat Gottingen 


Weiteres zur Keimungsphysiologie 
von Puccinia graminis tritici (Pers.) Erickss. u. Henn. 


Von 
A. GAERTNER und W. H. Fucus 


(Hingegangen am 9. Dezember 1959) 


Durch Zusatz von nativem Hiihnereigelb zu einem synthetischen 
Kieselgelnahrboden konnten wir unter definierten Kulturbedingungen die 
Bereitschaft keimender Uredosporen von Puccinia graminis tritici zur 
Bildung der fiir den Infektionsvorgang in vivo charakteristischen Struk- 
turen wesentlich erhéhen (Fucus u. GAERTNER 1958). Als Wirkstoff- 
quelle wurde natives Kigelb verwendet. Diesem Substrat haften 3 Mangel 
an: 

1. Der Wirkungsgrad der Eier ist je nach Alter und Herkunft ver- 
schieden, so daB durch Verwendung verschiedener Hier bei den einzelnen 
Versuchsansatzen erhebliche Schwankungen der maximalen Lingen der 
Vesikelauswitichse bedingt sind. 

2. Nicht selten werden die Versuche durch Auftreten von Bakterien 
gestort, welche aus latenten Infektionen der verwendeten Hier stammen. 

3. Das im Nahbrboden suspendierte Eigelb erschwert die direkte 
mikroskopische Beobachtung durch verminderte Lichtdurchlassigkeit 
und ungleichmaBige Triibung des Nahrbodens. 

Zur Behebung dieser Schwierigkeiten suchten wir nach Ersatz des 
Eigelbs durch andere Wirkstoffquellen. Nach einer Reihe vergeblicher 
Versuche fanden wir in steril filtrierter Cocosmilch (Filter Schott G 5) 
eine Wirkstoffquelle, die das Hyphenwachstum in gleicher GréBenordnung, 
aber gréBerer GleichmaBigkeit als das Eigelb fordert. Bei einer Gabe von 
5 ml Cocosmilch je 100 ml Nahrboden (Fucus u. GAERTNER 1958) ist 
das Substrat glasklar. Bei 5°C steril aufbewahrt, behalt die filtrierte 
Cocosmilch wahrend mehrerer Monate ihren Wirkungsgrad. 

Cocosmilch dient seit langem als Wirkungsquelle bei der Kultur 
isolierter pflanzlicher Gewebe (VAN OVERBECK et al. 1941, CaPLIN u. 
Stewarp 1948, SrewaRD u. CaPLIN 1952, HENDERSEN, JAMES et al. 
1952, KonstasBe 1957, StewaRpD u. SHANTZ 1959). 

Sie enthalt unter anderem 1,3-Diphenylharnstoff (SHANTZ u. STEWARD 
1955), wobei von den gleichen Autoren die Anwesenheit von Kinetin 
als weitere wachstumsfordernde Komponente angenommen wurde. Diese 
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Annahme konnte jedoch nicht bestétigt werden (STEWARD u. SHANTZ 
1959), vielmehr handelt es sich nach den gleichen Autoren bei den wirk- 
samen Fraktionen weder um Kinetin noch um Purinkorper. 

Die Wirksamkeit von Diphenylharnstoff und Kinetin auf unser Ver- 
suchsobjekt wird zur Zeit gepriift. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir verbindlichst fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten. 
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Aus dem Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Georg-August- 
Universitat Gottingen 


Zur Morphologie von Olpidium brassicae (Wor.) Dangeard 


Von 
SEHINAZ SAHTIYANCI, A. GAERTNER und W. H. FUCHS 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 30. Dezember 1959) 


Die urspriinglich als Virose von JAGGER u. CHANDLER (1934) beschrie- 
bene Aderchlorose-(big-vein) Erkrankung von Lactuca sativa steht nach 
neueren Untersuchungen (GROGAN et al. 1958, Fry 1958, LEYENDECKER 
1958, Tomriinson 1958 und van Hoor 1958) in engem, vermutlich 
kausalem Zusammenhang mit dem Befall der Wurzeln durch Olpidium 
brassicae. Im Rahmen von Versuchen iiber die Biologie und Pathogenitat 
von niederen Phycomyceten konnten wir ebenfalls aus Salatpflanzen mit 
typischen ,,big-vein‘’ Symptomen einen als Olpidiwm brassicae anzu- 
sprechenden Pilz regelmaBig isolieren. Nachdem es gelungen war, Ein- 
sporangiumlinien zu isolieren und in Objekttragerkulturen auf Wurzeln 
von Kohlkeimlingen intramatrikal zu ziichten (SAHTIYANCI unver- 
offentlicht), erschien es uns sinnvoll, die Variationsbreite der Gestalts- 
merkmale dieser an praktischer Bedeutung gewinnenden phytopatho- 
genen Art naher zu studieren. 

Unter den Bedingungen der Objekttragerkultur vollendet der Pilz 
seinen vollen Entwicklungscyclus je nach Raumtemperatur in41—48 Std, 
da seine Zoosporen in der Flissigkeitsschicht sofort nach Reife des 
Zoosporangiums schwérmen und neue Wurzelzellen infizieren konnten. 
So gelang es, mehrere Generationen des Pilzes an der gleichen Pflanzen- 
wurzel zu beobachten. 

Die so gewonnenen Praparate zeigten eine erstaunliche Variations- 
pbreite sowohl nach Form und GréBe der Sporangien als auch nach der 
Anzahl ihrer Entleerungshilse. Neben runden oder nahezu runden 
Sporangien (Abb.1a, b, ¢, i) mit 1—3 Entleerungshalsen fanden sich 
langgestreckte Formen mit 2—7 Entleerungshalsen (Abb. 14d, e, f, g, k, 1, 
m). In anderen Praparaten des gleichen Klones beobachteten wir Sporan- 
gien mit bis zu 12 Entleerungshalsen, wobei hantelformige Gebilde 
(Abb.id, e) durchaus haufig zu finden waren. Keulenartige Struktur 
zeigte sich nach Infektion innerhalb der Wurzelzelle, wenn der Thallus in 
das Wurzelhaar hineingewachsen war (Abb.1h). Durch den gleichen 


Abb.1. Die einzelnen Formen der 8 
haarzelle besetzt mit sechs Sporangi 
Entleerungshiilse. Sporangiumform rund oder schwach oval; b Epidermiszelle mit zwei Sporangien 
besetzt; c rundes Sporangium mit einem Entleerungshals; d Wurzelhaarzelle mit drei Sporangien 
besetzt. Formen langgestreckt, teilweise hantelférmig. Zwei Entleerungshiilse; e hantelférmiges 
Sporangium in Parenchymzelle. Zwei Entleerungshiilse; f subepidermale Zelle mit zwei Sporangien. 
Das eine mit drei, das andere mit zwei Entleerungshiilsen; g langgestrecktes Sporangium mit sieben 


zelle zu einem Zeitpunkte infiziert, als das Haar sich gerade bildete. Haar nicht weiter entwickelt. 

Besetzt mit zwei unreifen Thalli; o wie n. Spitze des Haares sichtbar, Entleerungshiilse der Sporangien 

ausgebildet; p Wurzelhaar an seiner Spitze in einem frithen Stadium seiner Entwicklung infiziert. 

Spitze aufgetrieben; q wie p. Junger Thallus; r Infektion in der Wurzelhaube. Sporangium klein 
und rund mit je einem Entleerungshals. VergréBerung 322x 
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Entwicklungsmodus konnten gebogene, wurstférmige Sporangien 
(Abb. 1k) ausgebildet werden. Infektionen in das gerade in der Entstehung 
begriffene Wurzelhaar lieBen seine Ausbildung zum Stillstand kommen, 
wobei die Thalli die gebildete Héhlung ganz ausfiillten und wohl auch 
gelegentliche Hypertrophie dieses langen Teiles der Zelle herbeifiihrten 
(Abb. 1n, 0). Dieselbe Erscheinung zeigte sich dann, wenn die Infektion 
zu einem Zeitpunkte stattfand, bei dem die wachsende Wurzelhaarspitze 
noch plastisch war und sie somit einer Reaktion auf den infizierenden 
Parasiten leichter zugainglich wurde (Abb.1p, q). Wurden fertig aus- 
differenzierte Wurzelhaare befallen (Abb.11, m), dann schmiegten sich 
die Sporangien eng an das Zellumen an und wurden sehr lang gestreckt, 


Tabelle 1 

Nr Linge pu Breite yu Bemerkungen 

1 225 13.5 

2 237 13,8 

3 226 17,4 

4 162 7-4: 

5 145 22.6 

6 104 16,8 gemeinsam in der gleichen 

7 106 11,6 Epidermiszelle 

8 145 22,6 
ee iG ae gemeinsam in einer Parenchymzelle 
11 58 22,6 
12 58 23,8 
13 17,4 o = 
a ies sf ms gemeinsam in einer Epidermiszelle 
16 23,4 27,4 


Formen, die auch dann in Erscheinung traten, wenn Siebrohren besiedelt 
wurden. Selbst die wenig verwertbare Nahrstoffe enthaltenden Zellen der 
Wurzelhaube blieben von einer Infektion nicht verschont, zeigten aber 
auf Grund ihrer Armut an Substrat nur runde Sporangien mit einem 
Entleerungshals. Die Variationsbreite der Sporangiengr68e innerhalb von 
einer Pflanzenwurzel in der selben Generation, 50 Std nach der Infektion 
(Tab. 1), umfaBt GroBen von 17,4 ~ @ bei runden und bis zu 255 x 13,5 
bei unregelmaBig geformten Sporangien. 

Weitere Beobachtungen legten klar, daB die GroBe der Sporangien und 
ihre Formenmannigfaltigkeit vom Nahrstoffangebot abhangig ist und 
somit auch durch die Infektionsdichte gesteuert wird. So waren regelmaBig 
die Sporangien der ersten Generation nach der Beimpfung wesentlich 
groBer als die spaterer, besonders der dritten und vierten Generation. 
Unter diesen Bedingungen erfolgte dann auch die Infektion der sonst 
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selten besiedelten Wurzelhaubenzellen. Die an 2 Klonen tibereinstim- 
mend gewonnenen Bilder entsprachen ahnlichen Beobachtungen an der 
Ausgangspopulation. Sie diirften fiir eine Revision der systematischen 
Stellung von Olpidium brassicae nicht ohne Bedeutung sein. SAMPSON 
(1939) war auf Grund von Beobachtungen im Freiland und in Topf- 
kulturen zu dem Schlu8 gekommen, da8 es sich bei Olpidiwm brassicae 
(Wor.) Dangeard, Asterocystis radicis De Wildeman, Olpidium borzii 
De Wildeman, Olpidium radicicolum De Wildeman, Olpidiaster radicis 
(De Wildeman) Pascher, Chytridium brassicae Wor. um den gleichen 
Organismus handelt. Diese Meinung stiitzte sich nur auf den Vergleich 
der Erscheinungsbilder an verschiedenen in gleicher infizierter Erde 
gewachsenen Wirtspflanzen, lie& daher theoretisch die Méglichkeit offen, 
da8B doch verschiedene Organismen nebeneinander wirksam sein kénnten. 
Diese Beweisliicke schlieBen unsere Beobachtungen an Klonkulturen, 
welche die groBe Variabilitat der Sporangiengestalt in Abhangigkeit von 
den Ernahrungsbedingungen dartun. 


Sollte sich im Verlauf unserer Arbeit dieser Befund fiir weitere Ein- 
sporlinien bestatigen, kann die systematische Einordnung dieses Wurzel- 
parasiten in die Gattung Olpidium nicht langer aufrecht erhalten werden, 
weil Olpidium nur Formen umfaf8t, welche nach Braun (1856) nur 
einen Entleerungshals ausbilden und denen nach Sparrow (1943) 
gelegentlich nur die Ausbildung einer weiteren Papille oder eines weiteren 
Entleerungshalses zugebilligt wurde. Wir miissen dann vorschlagen, das 
bisherige Olpidium brassicae in die Gattung Pleotrachelus Zopf (1884) 
einzuordnen, welche holocarpe Formen bei endobiontischer Lebensweise, 
durch die Ausbildung mehrerer Entleerungshiilse oder Papillen charakte- 
risiert, umfaBt. Diese Kinordnung fallt dadurch besonders leicht, daB 
offensichtlich Dr WitpEMAN (1895) diesen Organismus bereits als 
Pleotrachelus radicis beschrieben hatte. Unsere Isolationen wie auch die 
von SAMPSON (1939) gegebenen Abbildungen stimmen in allen wesent- 
lichen Punkten, auch in der Ausbildung der Dauerzellen iiberein, so daB 
an der Identitit aller dieser Formen und Namen sehr wahrscheinlich 
nicht gezweifelt werden kann. 


Zusammenfassung 


1. Im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Atiologie des Big-vein 
am Salat wurde anhand von zwei Einsporangiumlinien von Olpidium 
brassicae (Wor.) Dangeard die durch den Pilz realisierte Variationsbreite 
an Form und GroBe in etwa ermittelt. Der Pilz ist auBerdem dazu in der 
Lage, bis zu 12 Entleerungshiilse auszubilden. 


2. Die eventuelle Einordnung bei der Gattung Pleotrachelus (Zopf) 
wurde diskutiert. 
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Die vorstehenden Untersuchungen wurden der erstgenannten Autorin durch 
ein Stipendium des Deutschen-Akademischen-Austauschdienstes erméglicht. Hier- 
fiir sei bestens gedankt. Die beiden letztgenannten Autoren danken der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir eine Sachbeihilfe. 
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Uber die Mehrfachreaktivierung des Infektions- und 
Lysogenisierungsvermogens des Phagen P22 
von Salmonella typhimurium nach UV-Bestrahlung 


Von 
HERMANN H. PRELL 


Mit 1 Textabbildung 
(Lingegangen am 28. Januar 1960) 


Bestrahlt man einen freien Phagen mit UV, so wird seine Repro- 
duktionsfahigkeit bei Einzelinfektion eines Bakteriums inaktiviert. 
Infizieren jedoch mehrere strahleninaktivierte Phagen eine Bakterien- 
zelle, so kann unter bestimmten Umstinden doch noch eine Phagen- 
reproduktion beobachtet werden. Dieses Phinomen bezeichnet man als 
Mehrfachreaktivierung (multiplicity reactivation, MR; Lurta 1947). Eine 
MR zwischen mehreren, an jeweils verschiedenen Stellen ihres Genoms 
durch Strahlentreffer inaktivierten Phagen wird durch genetische 
Rekombination der ungeschadigten Genomteile zu einem vollstandigen, 
ungeschadigten und damit uneingeschriinkt vermehrungsfahigen Phagen- 
genom bewerkstelligt. Nach MR beobachtet man also ein héheres 
Uberleben geschadigter Phagen in Multikomplexen (mit mehreren 
Phagen infizierte Bakterienzellen) als an Hand des Uberlebens der 
geschadigten Phagen in Monokomplexen erwartet werden sollte (mathe- 
matischer Ansatz fiir diesen Erwartungswert siehe unten). 

Starke MR beobachtet man bei den virulenten Coliphagen T,, T,, T, 
und T;. Bei T,, T; und T, ist sie dagegen kaum oder gar nicht nachweisbar. 
Sie wird bei T, nur dann sichtbar, wenn durch Bestrahlung des Bakterien- 
wirtes vor der Phageninfektion dessen Reaktivierungskapazitat fiir 
Schadigungen des Phagengenoms, die sogenannte ,, Wirtsreaktivierung‘‘ 
(WR), weitgehend zerstért wird (Tessman u. OzAK1 1957). Bei den 
Klarplaquemutanten zweier gemaBigter (,,temperate“) Phagen, 4 aus 
#. coli und Vi I Typ A aus Salmonella typhi (KELLENBERGER u. WEIGLE 
1958; Bernstein 1957), konnte ebenfalls MR beobachtet werden, wenn 
auch nur in schwachem Ausmafe. Ferner laBt sich aus Kreuzungs- 
reaktivierungsversuchen ableiten, daB bei dem gemaBigten Phagen P22 
von Salmonella typhimurium Rekombinationsereignisse zwischen 
geschadigten und ungeschadigten Phagen ablaufen (GAREN u. 
ZINDER 1955). Uber eine genetische Rekombination des Infektions- 
vermogens UV-geschadigter Phagen untereinander, wie sie durch 
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das Auftreten von MR angezeigt wiirde, war beim P22 bisher noch nichts 
bekannt. Erste Ergebnisse seien im folgenden dargestellt. 


Die Mehrfachreaktivierbarkeit des Reproduktionsvermégens kann bei 
virulenten Phagen oder Klarplaquemutanten gemaBigter Phagen am 
Plaquebildungsvermégen erkannt werden, da die Plaquebildung die 
einzige Reaktionsméglichkeit solcher ,,lytischer‘‘ Phagen darstellt. Bei 
einem gemaBigten Wildtypphagen wie P22 H, kann sich die Infektions- 
fahigkeit jedoch neben der Lyse des Bakteriums noch in einer zweiten 
Reaktion auBern, der sogenannten Lysogenisierung des Bakteriums. Bei 
diesem Vorgang wird das Bakterium nicht unter der Bildung einer neuen 
Phagennachkommenschaft lysiert, sondern iiberlebt, und der infizierende 
Phage wird als sogenannter Prophage, vergleichbar einem genischen 
Locus, auf dem Bakterienchromosom fixiert. Fiir jeden einzelnen 
infizierenden Phagen einer Population besteht nun eine gewisse Lysogeni- 
sierungswahrscheinlichkeit. Dabei erweist sich der einmal vom Phagen 
eingeschlagene lysogene Infektionsweg bzw. die Erreichung seiner 
Vorstufe, des sogenannten pralysogenen Zustandes (HERSHEY 1957), als 
,» dominant iiber den lytischen Infektionsweg (PRELL u. PRELL 1959), 
welcher z.B. durch einen anderen, mehr oder weniger gleichzeitig 
infizierenden Phagen eingeleitet worden sein kann. 


Die Lysogenisierungswahrscheinlichkeit eines einzelnen P22 Phagen 
kann jedoch durch verschiedene Hinfliisse verandert werden: 1. unter- 
schiedlicher physiologischer Zustand des Wirtsbakteriums bzw. des 
gebildeten Bakterium-Phage-Komplexes (Erhéhung oder Verminderung; 
BERTANI u. Nick 1954; Lworr 1954; Kapnian u. Ritz 1954; BERTANI 
1957; CHRISTENSEN 1957); 2. geringe UV-Bestrahlung des Phagen 
(starke Verminderung; GAREN u. ZINDER 1955; PRELL 1960); 3. Mutation 
des Phagen (im allgemeinen Verminderung oder Zerst6rung des Lysogeni- 
sierungsvermoégens; Levine 1957). Aus Punkt 2. und 3. kann abgeleitet 
werden, daB die genetische ,, Information“ fiir den Ablauf der Reaktionen 
des lysogenen Infektionsweges in der DNS des Phagen verankert ist. 


Wir haben uns nun im Zusammenhang mit der Frage nach der Mehr- 
fachreaktivierbarkeit des Infektionsvermégens des P22 (Summe aus 
Lysen und Lysogenisierungen) die weitere Frage vorgelegt, ob das 
Lysogenisierungsvermégen allein, d.h. also unabhangig vom Verhalten 
der Infektionen insgesamt, einer MR zuginglich ist. Eine solche 
,Spezielle‘’ MR innerhalb des tiberlebenden Infektionsvermogens 
geschadigter Phagen wiirde sich darin auBern, daB die in den Multi- 
komplexen beobachtete Lysogenisierungswahrscheinlichkeit, d.h. der 
Anteil der Lysogenisierungen unter allen Infektionen, héher ist, als 
an Hand der aus Monokomplexen gewonnenen Daten erwartet werden 


kann. 
26* 
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Ansatz und Auswertung der MR-Versuche 

Zur Beurteilung der Mehrfachreaktivierbarkeit des Infektionsvermogens 
der Phagen dient der Vergleich zwischen theoretisch errechnetem und 
experimentell bestimmtem Uberleben des Infektionsvermogens in 
Multikomplexen, Wtnr bzw. Wexpt; jeweils nach verschiedenen 
UV-Dosen. — Einem Ansatz Harms (1958) folgend, betragt das aus 
dem Uberleben von Monokomplexen zu errechnende , theoretische“, 
d.h. also ohne MR zu erwartende Uberleben von Bakterium- 
Phage-Komplexen bei Infektionsmultiplizitat m 

1—e—m-Up/Uo 


Ytor = [ae , 


wobei Up/Uo das experimentell bestimmte Uberleben des Infektions- 
vermégens im Monokomplex nach der UV-Dosis D bezeichnet; m - U,|[Vo 
ist mithin die ,,Multiplizitat der Infektion‘’ noch uneingeschrankt 
infektionsfahiger Phagen nach der UV-Dosis D. Das experimentell 
beobachtete Uberleben Yexpt stellt hingegen die ausgezaihlten In- 
fektionen nach der UV-Dosis D relativ zu den ohne Bestrahlung 
erhaltenen Infektionen dar. Falls Yexpt = Ytnr ist, so ereignete sich 
keine MR in den Multikomplexen; ist indessen Yexpt > Ytnr, so fand 
MR statt. Da MR nur in Multikomplexen stattfinden kann, die Y-Werte 
indessen auch das fiir die Beurteilung der MR védllig belanglose Uber- 
leben der Monokomplexe mit einbegreifen, wahlt man zur genauen 
Beurteilung der MR verniinftigerweise allein das Uberleben der Multi- 
komplexe W. Dieses ergibt sich, indem man von Y den Anteil der 
nach der UV-Dosis D iiberlebenden Monokomplexe (v - Up/Ug = 
(m+ e-™/1 — e-™)- Up/Up; vist der Anteil der Monokomplexe unter 
simtlichen Komplexen) abzieht und diesen Wert auf den Anteil V der 
Multikomplexe unter sémtlichen, d.h. mit aktiven und inaktiven Phagen 
gebildeten Komplexen (V = 1 — v = 1 — [m-e-™/1 — e-™]) bezieht: 


W = Y —v-Up/Uo F 
V 


Die zu vergleichenden Wtnr- und Wexpt-Werte ergeben sich jeweils 
durch entsprechendes Einsetzen von Ytnr bzw. Yexpt in die Gleichung. — 
Die Mehrfachreaktivierbarkeit des Lysogenisierungsvermogens der Phagen 
errechnet sich ganz analog aufgrund der Tatsache, daB, ebenso wie die 
Infektion, auch die Lysogenisierung eines Bakteriums — zumindest unter 
bestimmten physiologischen Bedingungen — als LEintrefferereignis 
beschrieben werden kann (PRELL u. PRELL 1959), wobei die Lysogeni- 
sierung sich stets als ,,dominant“ tiber Lyse erweist. Man hat demnach 
zur Beurteilung der Mehrfachreaktivierbarkeit des Lysogenisierungs- 
vermogens nur die Multiplizitat m mit der Lysogenisierungswahrschein- 
lichkeit kypyg des unbestrahlten Phagen zu multiplizieren und statt 
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Uy/Uo, dem Uberleben der Infektionsfaihigkeit im Monokomplex, das 
im gleichen Versuch fiir verschiedene UV-Dosen bestimmte Uberleben 
der Lysogenisicrungsfihigkeit der Phagen, Lp/Lo, einzusetzen. Dabei 
sei vorausgeschickt, daB die Funktion Lp/Lo einen konkaven Verlauf 
zeigt (GAREN u. ZindER 1955; PreLti 1960). — Mit Hilfe der hier 
verwendeten Technik zur Auszaihlung der Lysogenisierungen kann man 
nur noch etwa 10-2 iiberlebende Lysogenisierungen mit hinreichender 
Genauigkeit bestimmen; daher erfolgte in den vorliegenden Versuchen 
die Bestimmung der Uberlebensfunktionen nicht weiter als bis etwa 
10-2. — Experimentell wurde das Uberleben der UV-bestrahlten Phagen 
in Monokomplexen bei einer Multiplizitat der Infektion m= 1/19) und in 
Multikomplexen bei m = 0,4—10,1 bestimmt. Dem m legten wir als 
Phagenzahl stets die Zahl der gesamten, d.h. in der Kontrolle ohne 
UV-Bestrahlung ausgezahlten Lysen und Lysogenisierungen zugrunde; 
als Bakterienzah|l wurde die Summe der lytisch, lysogen und tiberhaupt 
nicht infizierten, d.h. alysogenen Zellen eingesetzt. 


Material und Versuchstechnik 


a) Bakterien. Salmonella typhimurium Try 8, eme anthranilsiurebediirftige 
Mutante des Wildstammes D7, wurde nach 16stiindiger Ubernachtkultur in 
Bouillon bei starker Beliiftung in Puffer gewaschen und suspendiert. 


b) Phagen. P22, Wildtyp H,, angereichert auf Salmonella typhimurium LT. 


c) Lysogenisierungsversuch. 0,2 ml 3 min bei 37° C vorgewarmter Bakterien 
(4+ 108 Zellen/ml) wurden mit 0,2 ml jeweils in der gewiinschten Weise in P-Puffer 
verdiinnter Phagensuspension versetzt, zur Adsorption 10 min bei 37° C belassen, in 
welcher Zeit etwa 95°/, der Phagen adsorbierten, anschlieBend mit Anti-P22-Serum 
verdiinnt (4 min in Bouillon bei 37° C; Inaktivierung freier Phagen auf 10~%) und 
in 2 ml Weichagar mit Tgal~ als Indicator aut Bouillonagarplatten mit Galaktose- 
zusatz ausgegossen. Dort bildete ein lytisch infiziertes Bakterium nach etwa 6 Std 
einen triiben Plaque, wahrend die iiberlebenden, galaktosevergirenden Zellen nach 
36 Std in dem dichten Hintergrund der im Wachstum benachteiligten Tgal--Zellen 
als gut erkennbare Papillen (GAREN u. ZINDER 1955) erschienen. Die lysogenen 
unter ihnen waren von den alysogenen an Hand ihres deutlich sichtbaren Lysishofes 
zu unterscheiden. 


d) UV-Bestrahlung. Die auf etwa 1-109 P22/ml in P-Puffer verdiinnte 
Stammsuspension wurde mit einer Osram HNS12 Hg-Niederdrucklampe (fast 
ausschlieBlich Ausstrahlung der Hg Linie 2537 A) in 30 em Abstand bestrahlt. 


e) Medien. P-Puffer: 1,5 g Na, HPO, - H,0; 1,5 ¢ KH,PO,; 4,0 g NaCl; 5,0 g 
K,SO,; 0,25 g MgSO,°7 H,O; 0,01°/) Gelatine; 1000 ml dest. Wasser; pu 6,6. — 
Bouillon: 8,0 g Difco nutrient broth und 4,0 g NaCl auf 1000 ml dest. Wasser. — 
Bouillonagar: 8,0 g Difco nutrient broth, 1,0 g NaCl und 15,0 g Agar auf 1000 ml 
dest. Wasser. Fiir den Bouillonagar mit Galaktose wurde dem fertigen, aufge- 
schmolzenen Medium 4,8 g Galaktose und 2,0 g K,HPO, in steriler Lésung zuge- 
setzt. — Weichagar: 3,8 g Difco nutrient broth, 5,0g NaCl und 7,2 g Agar auf 
1000 ml dest. Wasser. Alle Versuche wurden zur Vermeidung von Photoreakti- 


vierung bei Gelblicht durchgefihrt. 
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Ergebnisse und Besprechung 


1. Die MR der Infektionsfihigkeit: Aus Tab.1 ergibt sich bei konstanter 
UV-Dosis und verschiedener Multiplizitat der Infektion m an Hand der 
Differenz zwischen Wtnr und Wexpt eine sehr starke MR. Ein weiterer, in 
Abb. 1 dargestellter Versuch laBt bei variabler UV-Dosis und konstantem 
m von 2,0 ebenfalls eine sehr starke MR erkennen (¢¢). 


Tabelle 1. Mehrfachreaktivierung der 
Infektionsfihigkeit UV-inaktivierter 
P22 (2,9°/, iiberlebende Lysen + Lyso- 
genisierungen) bei verschiedenen Multi- 


Wexot 
Lnfekhonen 


Abb.1. Mehrfachreaktivierung der Injektions- 
und Lysogenisierungsfihigkeit von mit ver- 
schiedenen UV-Dosen inaktivierten P22 bei 
Multiplizitét der Infektion m = 2,0 in Zellen 0 20 40 60 80 00sec UV 
von Salmonella typhimurium Try 8-. Auf 

der Ordinate sind als W-Werte die tiberlebenden Infektionen bzw. Lysogenisierungen in 
Multikomplexen eingetragen. — Die Lysogenisierungswahrscheinlichkeit je Phage kryg 
betrug unter den gegebenen experimentellen Bedingungen in der Kontrolle ohne UV 0,51 
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2. Der Vergleich von Wp und W expt fiir das Lysogenisierungsvermégen 
in Abb.1 (0 e) laBt fiir diesen ,,speziellen“ Infektionsweg ebenfalls den 
SchluB auf eine betrichtliche MR zu. 


3. Die in Abb. 1 dargestellten Wtnr-Kurven, die sich aus dem Uberleben 
der Phagen in Monokomplexen ableiten, weisen jedoch zwei Besonder- 
heiten auf: a) In Anbetracht der geringen Multiplizitét von 2 zeigt die 
Wtnr-Kurve fiir Infektionen (©) einen Verlauf mit unerwartet hoher 
Treffbereichszahl (etwa 4). Eine konvexe Kriimmung ist indessen schon 
bei der Uberlebenskurve der Monokomplexe vorhanden; ahnliche 
Uberlebensfunktionen beobachteten KELLENBERGER u. WEIGLE (1958) 
beim Phagen 4. b) Die Wipr-Kurve fiir Lysogenisierungen (©) zeigt 
neben der normalen geringen Konvexitat bei sehr niedrigen UV-Dosen 
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im spateren Verlauf bei etwas héheren Dosen eine auffallige konkave 
Krimmung. Dies ist die Folge des bereits oben erwaihnten konkaven 
Verlaufes der Inaktivierung der Lysogenisierungen in Monokomplexen. — 
Beide unter a) und b) erwahnten Phanomene beeintrachtigen den SchluB 
auf eine sehr starke MR natiirlich nicht, denn letztere ergibt sich ja 
lediglich aus der Differenz zwischen Winr und Wexpt. Die Bedingungen, 
aufgrund deren die erwaihnten konvexen Inaktivierungskurven zustande 
kommen, sollen in einer spateren Mitteilung im Zusammenhang mit 
dem Lysogenisierungsmechanismus bei P22 ausfihrlich dargestellt 
werden. 

Die mitgeteilten Versuchsergebnisse lassen erkennen, daB die Infek- 
tionsfahigkeit des P22 einer iiberraschend starken MR zuganglich ist, 
wie besonders deutlich aus den Zahlen der Tab. 1 zu entnehmen ist. Dies 
erscheint in zweierlei Hinsicht bemerkenswert. Erstens konnte bei 
anderen gemaGigten Phagen, 2 und Vill Typ A (KELLENBERGER u. 
WEIGLE 1958; BERNSTEIN 1957), nur geringe MR beobachtet werden. 
Zweitens besteht beim P22 offenbar keine Behinderung der MR durch 
die gleichzeitig zwischen Phagen- und Bakteriengenom ablaufenden 
Wirtsreaktivierungsvorgange (GAREN u. ZINDER 1955), welche bei T1 
die Beobachtung der MR verhindern (TEssMAN u. OzaAkr 1957). In 
letzterem System kann die MR nur nach Inaktivierung des cellularen 
Reaktivierungssystems durch UV sichtbar gemacht werden. Die starke 
Mehrfachreaktivierbarkeit des P22 kann also dahingehend gedeutet 
werden, daB die WR des P22 durch das Bakteriengenom eine MR nicht 
behindert oder verdeckt. Die Annahme, da8 umgekehrt die WR in Multi- 
komplexen starker zur Auswirkung kommt als im Monokomplex und 
daher nur eine scheinbar hohe MR beobachtet wird, kann jedoch nicht 
ausgeschlossen werden; indessen gibt es aufgrund bisheriger experi- 
menteller Befunde und der daraus entwickelten Vorstellungen tiber den 
Proze8 der MR und WR keinerlei Anhaltspunkte fiir eine solche Deutung. 

Die ebenfalls mégliche Mehrfachreaktivierbarkeit des Lysogenisierungs- 
vermogens bei P22 zeigt, das die genetische Information fiir die lysogene 
Infektion eines Bakteriums gleiche genetisch-funktionelle EKigenschaften 
aufweist wie die an der Lyse oder iiberhaupt Infektion eines Bakteriums 
beteiligten DNS-Strukturen. Dieser Befund war jedoch nicht a priori 
zu erwarten; denn eine Mehrfachreaktivierbarkeit des Infektions- 
vermogens (Lysen + Lysogenisierungen) eines Phagen kénnte auch 
allein das Lysierungsvermégen betreffen. Aus der nachgewiesenen 
Mehrfachreaktivierbarkeit auch der Lysogenisierung kann daher der 
SchluB gezogen werden, daB die , Lysogenisierungsinformation™ der 
iibrigen genetischen Information des Phagen véllig gleichwertig ist. 
Untersuchungen an Klarplaquemutanten des P22 weisen auf gleichartige 
Zusammenhange (LEVINE 1957). 
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Summary 


It has been shown, that uv-lesions in the DNA of the temperate 
Salmonella bacteriophage P22 can undergo multiplicity reactivation. The 
multiplicity reactivation is very efficient and does not seem to be 
hindered by recombination events between phage and host genetic 
material as it is the case with the Coli phage T1. The ability of P22 to 
lysogenize its host cell is very sensitive to low doses of UV; its inactivation 
by UV can also undergo multiplicity reactivation. 


Fraulein M.-E. von Korzesve sei fiir gewissenhafte technische Assistenz bei der 
Durchfiihrung der Versuche gedankt, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir 
die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 
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Kinige weitere, von Luftverunreinigungen lebende 
Actinomyceten und ihre Klassifizierung 


Von 
PETER HIRSCH * 


Mit 15 Textabbildungen 
(Hingegangen am 7. Dezember 1959) 


Die Fahigkeit, mit mineralischen Nahrlésungen ohne absichtlich zu- 
gegebene C- und Energiequellen im Dunkeln zu wachsen und somit den 
Bedarf dieser Stoffe aus der Luft zu decken, war von BoLron (1886) 
zuerst Micrococcus aquaticus und Bac.erythrosporus zugeschrieben 
worden: ,,... wir dtirfen somit annehmen, dai gewisse Bakterien die 
fir ihr Leben néthige Energieentwicklung und eine weitgehende Ver- 
mehrung leisten kénnen, wenn ihnen ... nur eine geringfiigige und 
durchaus nicht meBbare Quantitat einfacher C-haltiger Substanzen wie 
Kohlenwasserstoffe und dergleichen als Nahrmaterial zugefiihrt wird !* 
Spater fanden dann BEIJERINCK u. VAN DELDEN (1903) Bacillus oligo- 
carbophilus und Streptothrix paulotrophus mit ahnlichen Kigenschaften ; 
beide Organismen wurden als Actinobacilli zu den Strahlenpilzen gestellt 
(BEIJERINCK 1914). Wiederholte Angaben, Actinobac. (Bac.) oligo- 
carbophilus verméchte — auf Mineralsalzlésung wachsend — CO zu oxy- 
dieren und damit autotroph zu leben, hatten sich als unhaltbar erwiesen 
(KistNeR 1953; Hirscu u. ENGEL 1956). 

Versuche, Actinob. oligocarbophilus neu zu isolieren, erbrachten vor 
allem Reinkulturen von Strahlenpilzen mit der Fahigkeit, ,,oligocarbo- 
phil‘ zu wachsen (Lantzscu 1922; Hasemann 1927; Koper 1929). Als 
weiteres Beispiel sei die von Hirscu u. ENGEL (1956) beschriebene 
Nocardia petroleophila genannt. Diesem Strahlenpilze erméglichen schon 
Spuren organischer Luftverunreinigungen (Petroleum, Athylen, alipha- 
tische Kohlenwasserstoffe) bei der Gegenwart von CO, das Wachstum auf 
rein mineralischen Nahrbéden (Hrrscu 1958); CO, wird in die Zellsub- 
stanz eingebaut. 

Die C- und Energiequellen einiger weiterer oligocarbophiler Actinomyceten sind 
bereits bekannt. Streptomyces autotrophicus lebt ,,autotroph‘* mit Knallgas und CO, 


(Takamiya u. TUBAKI 1956). Verschiedene Mycobakterien wurden von SOHNGEN 
(1913) mit dampfformigen Kohlenwasserstoffen isoliert (IM. lacticola, M. rubrum, 


* Anschrift: Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen, GoBlerstr. 16. 
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M. album, M. hyalinum, M. lutewm und M. phlei). BiTTNER (1926) fand in ahn- 
licher Weise M. lacticola, M. phlei und M. eos. Sogar Acetylen wurde von M. lacti- 
cola oxydiert (Brrcu-HrrscHFELpD 1932). Mycobact. methanicum und M. flavum var. 
methanicum vermégen nach NecHarya (1949) mit Propan oder Methan als einziger 
C-Quelle zu leben, waihrend M. perrugosum var. ethanicum und M. rubrum var. 
propanicum Athan und Propan, aber kein Methan nutzen (BoKova 1954). 

Niedere Kohlenwasserstoffe und besonders C,-Kérper dienten nach Davis, CHASE 
u. Raymond (1956) dem M. paraffinicum als einzige C-Quelle auf mineralischer 
Nahrlosung, Methan konnte auch hier nicht verwertet werden. KuzNETSOV u. TELE- 
GINA (1957) beschrieben CO,-Fixierung und Propanoxydation bei M. rubrum var. 
propanicum. Nach Hacctus u. HELFrRicH (1958) waren besonders Actinomyceten 
der Gattungen Mycobacterium und Nocardia (N.corallina) befahigt, Benzol zu 
oxydieren. TRECCANI, Canontca u. De Grro“amo (1955) isolierten ein Myco- 
bacterium (,,P,‘‘) und eine Nocardia (,,P,‘‘), welche aliphatische Kohlenwasserstofte 
von C, ab verwerteten. 

Der berechtigten Frage, ob Wasserstoff- und Kohlenwasserstoffoxydation wesens- 
gleich seien, gingen Luxrns u. Foster (1959) nach. 23 Mycobacterium-Stamme 
wuchsen mit einem oder mehreren von 42 verschiedenen, gasformigen oder fliissigen 
Kohlenwasserstoffen als einziger C- und Energiequelle; 3 Stamme (z. B. MW. fortuitum) 
erwiesen sich auch als ,,wasserstoff-autotroph“, d. h. sie nutzten unter gleichzeitiger 
Wasserstoffoxydation CO, als Kohlenstoffquelle. 

Viele organische Substrate kommen auch dampfférmig in der Laborluft vor. 
Von Mikroorganismen, denen diese Substanzen bisher in fester oder fliissiger Form 
zum Abbau zugegeben worden waren, sollte man annehmen, daf sie diese auch 
aus der Luft aufnehmen kénnen. Nocardia paraffinae (Jens.) Waksm. et Henrici 
wachst z. B. mit festen Paraffinen (JENSEN 1931); Nocardia opaca der gleichen 
Autoren oxydiert Kohlenwasserstoffe, Fettsiuren und Aldehyde (WEBLEY u. DE- 
KOCK 1952). Nach CaRTWRIGHT u. CAINE (1959) oxydieren Nocardia erythropolis, 
N.opaca und Nocardia,, M1‘‘ Nitrobenzoesiuren. Micromonospora-Stamme aus 
Seeschlamm lebten mit Phenol, m-Kresol, £-Naphthol, Toluol oder Naphthalin 
(Ericson 1941). 

Rechnet man zu den oligocarbophilen Strahlenpilzen mit bekannten Energie- 
quellen nun noch solche, von denen die Energiequellen nicht bekannt wurden 
(Josut 1914: ein Actinomycet; Gowpa 1924: Actinomyces 12 und 13; NeLtson 
1929: Actinomyces 600), dann ergibt sich aus der stattlichen Anzahl dieser inter- 
essanten Organismen, daf oligocarbophiles Wachstum eine weit verbreitete Eigen- 
schaft unter den Strahlenpilzen sein mu8. Bisser u. Grace (1954) sprachen es 
aus: ,,... In our experience, a wide variety of other contaminants, from Strepto- 
myces to amoeba and ... occur in similar cultures on silica gel ...‘ 


In der vorliegenden Arbeit sollte die Verbreitung der Fahigkeit zu 
oligocarbophilem Wachstum bei einigen neu isolierten Strahlenpilzen und 
Sammlungsstimmen untersucht werden. Wirklich oligocarbophile 


Stamme sollten charakterisiert und ihre verwandtschaftlichen Verhalt- 
nisse beleuchtet werden. 


Material und Methoden 
Teststimme. Die Mehrzahl der Organismen war in den vergangenen 
3 Jahren auf Mineralnihrbéden gefunden worden. Andere waren Zufalls- 
isolierungen — zumeist Luftverunreinigungen — mit gewissen Ahnlich- 
keiten mit bekannten oligocarbophilen Stémmen. Endlich wurde zu 
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Vergleichszwecken eine Anzahl schon bekannter und benannter Strahlen- 
pilze herangezogen (Tab. 1). 


Die Staémme 99 und 102 waren als kleine, weiBe Kolonien auf einer Mineralsalz- 
lésung aufgetreten, nachdem mit Komposterde beimpft worden war. Die Kultur 
stand unter einer Gasatmosphire von 2:1 CO/O,. Die gelblich-cremefarbenen 
Kolonien des Stammes 100 wurden zuerst auf einer Mineralsalzloésung mit Impatiens 
sultani-Stecklingen beobachtet. Aus Gartenerde-Ausstrichen auf Mineralagar ent- 
stammten die Isolierungen 209—211. Drei andere Stimme (403, 407, 408) waren 


Tabelle 1. Herkunft benannter Vergleichskulturen 


Stamm Name Herkunft 
15 Nocardia paraffinae? Hrescu u. Encut (1956) 
16 N. paraffinae? Hriresc# u. ENGEL (1956) 
Al Proactinomyces corallinus Sammlung Gottingen Nr. 2316 
70 Nocardia spec. I Hirscu u. EnGe (1956) 
il Nocardia spec. II Hrirscu u. Enger (1956) 
78 NV. petroleophila Hirscu u. Eneer (1956) 
81 NV. petroleophila Hirescu u. Encet (1956) 
83 NV. petroleophila Hriescu u. Enger (1956) 
84 N. petroleophila Hriescu u. Enaet (1956) 
66 Actinomyces oligocarbophilus CBS, Baarn/Holland 
394 Streptomyces autotrophicus Takamiya u. TUBAKI (1956) 
(,,Kodai-Stamm‘*‘) Nagao Institut, Tokyo 
377 Streptomyces nitrificans Sammlung Prof. Dr. M. ALEXANDER, 
(,,Originalstamm v.Schatz*‘‘) Cornell University, USA 
245 Micromonospora chalcea Sammlung Prof. Dr. M. ALEXANDER, 
Cornell University, USA 
242 Streptosporangium spec. Sammlung Dr. H. Kurzner, USA 


auf ahnliche Weise mit besonders gereinigtem ,,Nobel-Agar“ aus mittelamerika- 
nischen Béden isoliert worden. Stamm 473 war in der weiBlichen Oberflachenkruste 
eines Blumentopfes im Labor enthalten; Stamm 234 hatte in Mineralwasser Jodo- 
formgeriiche verursacht und bildete bei der Isolierung auf Mineralagar kleine, 
violettlich-weife Kolonien. 

Andere Actinomyceten waren mit organischen Nahrbéden isoliert worden. Die 
Stamme 243 und 244 wuchsen als Luftinfektionen in einer Fusariwm-Kultur auf 
Mineralagar mit 10-* M Thioharnstoff. Aus Bodenanreicherungen mit 0,1°/) Dalapon 
(2,2-Dichlorpropionsdure) kamen die Stéimme 382 und 4/1. Die Actinomyceten 
269, 273, 379, 380, 384, 385 und 4/0 waren aus entsprechenden Anreicherungen 
mit 0,1°/, Trichloressigsiure (TES) isoliert worden (HirscH u. ALEXANDER). Die 
Stamme /8/ und 188 endlich kamen aus Ausstrichen von Gartenerde auf Glycerin- 
Glykokoll-Agar. 

Den von Scuatz u. Mitarb. (1954) isolierten Streptomyces nitrificans hatten 
Hinson u. ALEXANDER gelegentlich einiger Untersuchungen iiber Nitritbildung 
von Actinomyceten als ,,oligocarbophil‘ erkannt. Der Organismus war von seinen 
Entdeckern aus einem Bodenausstrich auf Agar mit 0,2°/, Urethan als einziger 
G-, N- und Energiequelle isoliert worden und vermochte Urethan abzubauen. 
Aber es war nur eine einzige Kolonie aufgetreten, deshalb liegt die Vermutung nahe, 
daB Streptomyces nitrificans lediglich eine Luftverunreinigung gewesen ist. ¢ 

Zu Vergleichszwecken wurde ferner der _,,Actinomyces oligocarbophilus (Beij.) 
Lantzsch‘‘ (= Stamm 66) in diese Untersuchungen einbezogen. DaB diese Kultur 
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mit dem Organismus von BEIJERINCK absolut nicht identisch ist, hatten schon 
Hirscu u. Enger (1956) erkannt. Es handelt sich um einen rein heterotrophen 
Streptomyces; EvrtinceR, CorBaz u. Hirer (1958) stellten den Organismus in 
die nahere Verwandtschaft von Streptomyces griseus. 

Kulturen. Die Zusammensetzung und Herstellung der Mineralsalzlosung ist 
bereits bei Htrson (1958) unter NI. ,,E‘‘ beschrieben worden. VersuchsgefaBe waren 
mit Chromschwefelsiure geséuberte Erlenmeyerkolben (250 ml), verschlossen mit 
Stopfen aus gereinigter Watte oder mit Glasbechern; Bebriitung 30° C. ,,Gereinigter 
Mineralagar“ hatte die gleiche Zusammensetzung wie die Mineralnahrlésung, jedoch 
einen Zusatz von 1,8°/, ausgefaulten Agars. Alle Reagentien waren ,,pa‘‘; das 
destillierte Wasser praktisch frei von organischen Stoffen. Reinkulturen wurden 
in der Sammlung auf Mineralagar und auf organischen Nahrbéden gehalten. 

Wachstum. Der Zuwachs in den Kulturkolben konnte nach folgender Skala 
grob geschatzt werden: — = kein Wachstum; 1 = Spuren, Impfgut vergréBert; 
2 = wenig Wachstum, Einzelkolonien; 3 = gutes Wachstum, Oberfliche locker 
bedeckt; 4 = sehr gutes Wachstum, Kolonien dicht auf der Oberflaiche; 5 = starkes 
Wachstum, Kolonien bilden eine Decke; 6 — sehr starkes Wachstum, dichte Decke 
an der Wand hochwachsend. 

In einigen Versuchen wurde der Zuwachs auch quantitativ durch Titration der 
gesamten Kultur mit KMn0O, erfaBt (siehe Katrnenko 1957, Htrscu 1958). 

Identifizierung der Stémme. Alle Kulturen wurden bei 28—30°C gehalten, 
die Auswertung nach 4, 10 und 20—30 Tagen vorgenommen. Mikroskopische 
Praparate wurden nach Trockenfixierung mit Methylenblau-Léffler oder Karbol- 
fuchsin-Szablewski gefarbt. Die Mikroaufnahmen wurden mit einem Zei8-Mikro- 
skop hergestellt. Die Nahrbéden sind zum Teil bereits bei Htrscu u. ENGEL (1956) 
beschrieben worden, einige weitere seien hier kurz charakterisiert: 

Glycerin-Glykokoll- Agar siehe LINDENBEIN (1952). Glycerin-K NO,-Agar 
siehe KuTZNER (1956): Glycerin-Glykokoll-Agar mit 1°/, KNO, als Stickstoffquelle. 
Haferflocken-Glycerin-Pepton-Agar siehe Haferflocken-Agar bei Hirscu u. 
ENGEL mit Zusatz von 0,5°/) Glycerin und 0,5°/, Pepton, Sterilisation 20 min/1 Atm. 
Nahrgelatine: 1000 ml destilliertes Wasser; 10 g Fleischextrakt; 10 g Pepton; 
7g NaCl; 2,1 g Na,HPO,; 18 g Gelatine; pu 7,4. Nach EiweiSklarung fraktionierte 
Dampfsterilisation. Kligler-H,S-Agar siehe ,,Eisen-Harnstoff-Agar‘ nach Kxie- 
LER (1951). Glucose-N H,- Léswng: 1000ml destilliertes Wasser ; 1,65g (NH,),HPO,; 
0,1 g CaCl; 1,4g K,HPO,; 0,8 g KH,PO,; 0,5 g MgSO, - 7H,0; 0,01g FeSO,-7H,0; 
0,01 g NaCl; 1mg MnCl,; tmg ZnSO,-7H,O; 1mg Molybdat; px 7,2; Sterilisation 
30 min/1 Atm. Dann Zugabe von 0,9 g steril filtrierter Glucose. 


Ergebnisse 


1. Wachstum der Teststimme auf Mineralnihrlésung ohne 
absichtlich zugegebene Kohlenstoff- und Energiequellen 


Die Reinkulturen wurden aus Sammlungsréhrchen (zumeist Mineral- 
agar) auf anorganische Nihrlésung geimpft, welche bereits 6 Tage vorher 
sterilisiert worden war (px 7,2; je 100 ml). Nach 3 Wochen wurden davon 
je etwa 3 Kolonien auf die Mineralsalzlésung des Hauptversuches 
abgeimpft. War jedoch kein Wachstum aufgetreten, dann wurde das 
Impfgut auch fiirden Hauptversuch den Sammlungsréhrchenentnommen. 
Die Ergebnisse dieser Wachstumsversuche sind in Tab.2 zusammen- 
gestellt (je 3 Parallelen). 
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Mindestens 26 von 39 Actinomyceten-Stémmen konnten auf der 
angebotenen Nahrlosung wachsen, ohne da darin absichtlich zugegebene 
C- Quellen enthalten waren. In einigen Fallen tibertraf der schnelle und 


Tabelle 2. Wachstum verschiedener Actinomyceten auf mineralischer Ndahrlosung 
im Vorversuch und im Hauptversuch 
(Die Zuwachszahlen sind Schiatzungen, siehe Methoden) 


Vor- Hauptversuch 


Stamm persicy: Wachstum nach Tagen ies 
78 | Nocardia petroleophila 4 3 3 5 +++ 
81 | Nocardia petroleophila 3 3 3 5 +44 
83 | Nocardia petroleophila 2 2 2 3 ++ 
84 | Nocardia petroleophila 3 3 3 4 ++ 

394 | Streptomyces autotrophicus 4 5 5 5 aPaR arse 
377 | Streptomyces nitrificans 3 33 4 5 +++ 
245 | Micromonospora chalcea 3 2 2 3 ++ 
242 | Streptosporangium spec. 2 2 2 3 ++ 
70 | Nocardia spec. I. 1 2 3 3 ++ 
71 | Nocardia spec. II. 2 2 4 5 parse 
15 | Nocardia paraffinae 2 1 1 2 + 
16 | Nocardia paraffinae 2 1 2 2 + 
66 | Actinomyces oligocarbophil. 1 - - _ _ 
41 Proactinomyces corallinus ~ - = — 
99 | Actinomycet 5 4 5 5 +++ 
102 Actinomycet 4 4 4 5 +o 
100 | Actinomycet 2 1 2 2 + 
181 | Actinomycet 2 — 2 a ++ 
209 | Actinomycet 3 1 2 5 ++ 
210 | Actinomycet 5 4 4 5 +44 
211 | Actinomycet 3 3 2 4 ++ 
243 | Actinomycet 5 5 5 5 ++++ 
379 | Actinomycet 3 3 3 5 +++ 
382 | Actinomycet 2 = 2 3 ++ 
273 | Actinomycet 3 1 1 3 + 
410 | Actinomycet 1 1 1 2 + 
411 | Actinomycet 3 1 2 3 ++ 
413 | Actinomycet 2 1 1 4 ++ 
244 | Actinomycet 2 2 1 1 2 
269 | Actinomycet 3 4 2 1 2 
403 | Actinomycet 2 2 1 1 z 
407 | Actinomycet 2 3 2 1 2 
408 | Actinomycet 3 4 5 1 ? 
212 | Actinomycet = = = = 3 
234 | Actinomycet = = = = F 
380 | Actinomycet - = 
384 | Actinomycet 1 = = = = 
385 | Actinomycet = = = = = 


188 Actinomycet = Senile 


396 Peter Hirscu: 


reichliche Zuwachs sogar den der Nocardia petroleophila bei weitem. 
5 Stamme wuchsen nur in den ersten Tagen; spater waren die Kolonien 
teils abgesunken, teils fast ganz verschwunden; sie mégen autolytischen 
Vorgangen zum Opfer gefallen sein. Diese Stémme wurden nicht als 
wirklich oligocarbophil angesehen. Nur 8 Stémme vermehrten sich nicht. 

Da der Zuwachs nur geschatzt worden war, sollte zumindest bei 
einigen Stémmen die Vermehrung der organischen Substanz durch 
Titration der gesamten Kultur mit KMnO, nach langerer Ziichtungs- 
dauer bestimmt werden, wie es schon bei Nocardia petroleophila durch- 
gefiihrt worden war (Hirscu 1958). Bei Abwesenheit von organischen 


Tabelle 3. Oxydierbarkeit als Mafstab fiir die Bildung organischer Substanz 
durch oligocarbophile Actinomyceten auf Mineralnihrlisung 
Kultur 4 Wochen bei 30° C, dann bei Zimmertemperatur. Impfmenge maximal 


0,05 mg KMnO, 
5 ad ver: ae Kultur- eal waits 
s Name lésung | schluB- Anion dauer KMn0, (ge- 
oe (ml) art sphiire | (Tage) je Kolben | schatzt) 
SSS Sse 
71 | Nocardia spec. II. 50 | Glas- + 208 5,96 5 
becher 
— | Kontrolle 50 Glas- + | 208 2,66 - 
becher 
78 | Noc. petroleophila 50 Watte = | 4387* 9,93 6 
78 | Noc. petroleophila 100 Watte bi he othe 2,96 4 
84 | Noc. petroleophila 50 Watte ~ 131 3,30 5 
15 | Noc. paraffinae 50 Watte - 131 1,81 1 
16 | Noc. paraffinae 50 Watte - 131 2,90 3 
66 | Act. oligocarbophilus 50 Watte ~ 131 1.07 - 
— | Kontrolle 50 Watte _ 131 1,15 - 


* Hier wurden 50 ml steriles Wasser nachgefiillt. 


Nahrlésungsbestandteilen kann die Oxydierbarkeit ein sehr genaues MaB 
fiir den Zuwachs liefern. In Tab.3 sind die Ergebnisse einiger solcher 
Bestimmungen zusammengefaft; in einigen Fallen war Petroleum in der 
Atmosphare enthalten. 

Wenn dort auch nicht alle Zahlen direkt miteinander vergleichbar 
sind, so zeigen sie doch gegentiber den Kontrollen zumeist eine betracht- 
liche Zunahme der organischen Substanz. Bei Noc. paraffinae (Stamm 15) 
war eine Wachstumshemmung aufgetreten. Die Kulturen von Actino- 
myces oligocarbophilus hatten trotz der sehr langen Kultur keinen Zuwachs 
gezeigt. 

Somit verhielten sich auch diese oligocarbophilen Organismen wie 
Nocardia petroleophila; in langen Zeitraumen werden zanehmend Kohlen- 
stoffverbindungen der Luft entnommen und zum Aufbau der lebenden 
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Substanz verwendet. Ob es sich dabei nur um CO, handelt, oder ob 
vielleicht organische Luftverunreinigungen C- und Energiequellen waren, 
konnte vorerst nicht entschieden werden. 


2. Wachstum auf Mineralnéhrlésung mit gasférmigen 
Kohlenwasserstoffen 


Da Nocardia petroleophila so auffallig durch Petroleumsorten gefordert 
worden war, lag es nahe, als erstes den EinfluB von Petroleum auf das 
Wachstum auch der anderen oligocarbophilen Strahlenpilze zu priifen. 
Fiir den in Tab.4 beschriebenen Versuch wurden nur solche Stémme 


Tabelle 4. Férderung des Wachstums oligocarbophiler Actinomyceten durch Petroleum] 
Undecan-Gemisch in der Gasphase 


Zuwachsschatzungen siehe Methoden 


Wachstum nach Tagen 


Forderung 
sg 3 19 37 durch 
& Name ohne mit ohne mit ohne mit | Petroleum- 
= Petro- | Petro- | Petro- | Petro- | Petro- | Petro- | /Undecan- 
. leum | leum |} leum | leum | leum | leum Gemisch 
fUn- | /Un- | /Un- | /Un- | /Un- | /Un- | elativ) 
decan | decan | decan | decan | decan | decan 

78 | Noc. petroleophila 1 2 3 5 5 5 sear 
242 | Streptosporang. sp. = 1 _ 2 — 2 ++ 
377 | Strept. nitrificans il 2 + 6 +t 6 +++ 
394 | Strept. autotrophic. 1 2 n. best. 6 4 6 +++ 
245 | Micromonosp.chalc. 1 1 2 1 1 il - 

71 | Nocardia spec. II = 1 3 3 5 5 —- 

99 | Actinomycet 2 2 3 6 4 6 +++ 
181 | Actinomycet 1 2 3 6 4 6 te aRSe 
209 | Actinomycet 3 4 3 6 4 6 quae ae 
210 | Actinomycet By le 3 6 4 6 +++ 
211 | Actinomycet — —_ 2 5 4 5 +++ 
243 =| Actinomycet 1 4 3 6 4 6 $t++ 
379 | Actinomycet — 3 1 6 3 6 a ei eae ar 
413 | Actinomycet —- 2 2 6 4 6 teas ar 


herangezogen, die gut auf Mineralnaéhrlésung wuchsen. Die Luft eines 
ersten Brutschrankes war mit einem Petroleum/Undecan-Gemisch ge- 
sattigt, ein zweiter Brutschrank enthielt normale Laborluft. 

Die Gegenwart des Kohlenwasserstoff-Gemisches forderte 12 von 14 
oligocarbophilen Teststammen. Viele von ihnen wuchsen damit sogar weit 
besser als Nocardia petroleophila; besondere Beachtung verdienen die 
Stamme 243, 379 und 413 wegen ihrer Wuchsfreudigkeit. Interessanter- 
weise wirkte sich die Férderung bei vielen Staémmen besonders in den 
ersten 2—3 Wochen aus, spater schienen auch die Kolben unter normaler 
Laborluft ausreichend Energiequellen gefunden zu haben. 
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Reines Undecan erwies sich jedoch nur fiir Noc. petroleophila als 
férdernd (wenn 0,2 Vol-°/, CO, in der Gasphase enthalten waren); die 
Stamme Nocardia 71 und Strept. autotrophicus wurden nicht im Wachs- 
tum beeinfluBt (Tab. 5). 


Tabelle 5. Wachstum oligocarbophiler Actinomyceten mit n-Undecan in der Gasphase 
Zahlenwerte sind Schatzungen 


Wachstum nach Tagen iedorune 
E 9 120 durch 
= Name Undecan/ 
n Luft/ Undecan/ Luft/ | Undecan/ | go, 
CO, CO, Colm co, 
78 | Noc. petroleophila - 2 e4 5 ++ 
71 | Nocardia spec. II 2 1 4 4 - 
394 | Strept.autotrophicus 2 2 4 | 4 = 
Mira 
P.. Soler 
Zwar konnte Streptomyces autotrophicus bei Gegenwart von Petroleum/ 


M4 


chsen als ohne dieses, aber Undecan wird 


” a 4 . 
3. Wachstum auf Mineralnéhrbéden in Gegenwart von 
chlorsubstituierten Herbiciden 


Da einige der Teststaémme aus Bodenanreicherungen mit den Unkraut- 
bekampfungsmitteln (Herbiciden) Dalapon (= 2,2-Dichlorpropionsiure, 
2 Stémme) und TES (Trichloressigsdure, 3 Staémme) isoliert, und auf 
Mineralagar mit Zusatz von 0,1°/, dieser Stoffe reingeziichtet worden 


Gasphase fiir Mikroorganismen erreichbar. Nach Hirscu u. ALEXANDER 
dienen beide Herbicide Pseudomonas- und Actinomycetenstéammen zum 
Leben. oF. 

Nocardia 70, Nocardia 71, Noc. petroleophila 78 und 84, sowie ferner 
die Actinomyeeten 99, 100, 102, 269, 382 und 411 wurden in 250 ml- 
Erlenmeyer-Kolben auf Mineralnahrlésung mit Zusatz von 0,1/) steril- 
filtriertem Dalapon oder TES kultiviert. In allen Fallen wuchsen die 
Teststamme tippig, aber selbst nach vielwéchiger Kulturdauer lieBen sich 
keine signifikanten Mengen freier Cl-Ionen nachweisen, und die Konzen- 
tration z.B. des Dalapons hatte sich nicht verandert. Gleiches Wachstum 
trat auch auf den Kontrollen auf. Offenbar dienten die Herbicide hier 
nicht als C- oder Energiequellen. 


. 
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4. Die Klassifizierung der oligocarbophilen Stamme 


Ahnlichkeiten im kulturellen Verhalten und in der Morphologie einiger 
der Neuisolierungen mit authentischen Vergleichsstammen gaben den 
Anla8 zur naiheren Untersuchung dieser Stéamme. Nach Kultur auf 
Haferflocken-Glycerin-Pepton-Agar, Kartoffelkeilen, Lackmusmilch und 
Glycerin-Glykokoll-Agar lieBen sich einander ahnliche Stamme zu 
Gruppen zusammenfassen ; die Stiémme einer Gruppe diirften auch jeweils 
der gleichen Art angehoren. 

Identifizierungen. Nur sicher oligocarbophile Stamme wurden zur 
Kennzeichnung naher untersucht; bei den nicht-oligocarbophilen Stam- 
men sollte die Beschaffenheit des Luftmycels, die Art der Sporenbildung 


Tabelle 6. Charakteristika der nicht-oligocarbophilen Stéimme auf Glycerin-Glykokoll- 
Agar und thre vermutliche Gattungszugehorigkert 


5 Glycerin-Glykokoll-Agar 

S Gattung 

ae Wachstum Substratmycel Luftmycel Pigment 
188 | langsam, gut | honiggelb gelbcreme/braun | rétl.-braun | Strept. 
212 | schnell, gut dkl. buttergelb | wollig,cremegrau| dkl.-braun | Strept. 
234 | schnell, gut dkl. weinrot staub. rosagrau dkl.-braun | Sérept. 
244 | schwach gelbl.-griin staub. weiBlich — Strept. 
269 | langsam, gut | farbl., gelblich | staub. grau hellbraun Strept. 
380 | schnell, gut farblos wollig , weiB _ Strept. 
384 | schnell, gut dkl. olivgriin woll., grauviolett | dkl.-oliv Strept. 
385 | schwach farblos staubig, weil — Strept. 
403 | schnell, gut gelboliv cremeweiB rotl.-braun | Strept. 
411 | schnell, gut gelblich-weiB cremeweik — Strept. 
407 | schnell, gut gelblich-grau staub., gelbcreme — Nocard. 
408 | schwach gelblich = — Nocard. 
413 | langsam, gut | creme cremeweib = Nocard. 


und des Hyphenzerfalles, sowie das kulturelle Verhalten auf Glycerin- 
Glykokoll- Agar nur zur Unterscheidung der Gattungszugeh6rigkeit ermit- 
telt werden (Tab.6). 3 nicht-oligocarbophile Stamme mogen zur Gattung 
Nocardia, die iibrigen 10 Stimme zur Gattung Streptomyces gehoren. 

Naher untersucht und zugleich zu Ahnlichkeitsgruppen zusammen- 
gefaBt wurden nun die folgenden oligocarbophilen Staémme: 15 und 16; 
71 und 99; 102; 394; 100, 181, 209—211, 243, 377 und 379, 278. 


Die Beschreibung der Staémme* 
Nocardia paraffinae (Jens.) Waksm. et Henrici 
2 Stamme (15 und 16) stimmten mit denen bei JENSEN (1931) genann- 
ten Eigenschaften vollig tiberein. Es sollen darum hier nur einige zusatz- 
liche Beobachtungen mitgeteilt werden. 


* Folgende Abkiirzungen wurden in den Beschreibungen verwendet: W = Wachs- 
tum, P = Pigment, Kol = Kolonien, LH = Lufthyphen, SM = Substratmycel, 
LM = Luftmycel. 
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Beide schon bei H1irscu u. ENGEL (1956) erwahnten Stamme waren aus 
Bodenkriimeln mit Mineralagar und Benzindampf isoliert worden. Das 
Wachstum unter heterotrophen Bedingungen ist reichlich, es werden 
Pigmente gebildet, und gelegentlich wurde Erdgeruch bemerkt. Mutanten 
traten auf, die kein Luftmycel mehr bildeten. Nocardia paraffinae ist 
gegen Austrocknung sehr widerstandsfahig. Die Hyphen des Substrat- 
und Luftmycels sind 0,4—0,6 uw stark und enthalten weniger Granula 


Abb. 1. arNocdia parajfinae Stamm 15. Luftmycel nach 3 Monaten auf Kieselgel. Vergr. 400mal 


als NV. petroleophila, bilden aber — wie diese — auch Hyphenstrange 
durch paralleles Verschleimen der Einzelfiiden. (Extracellulare Schleim- 
stoffe fand auch CLarK (1958) bei N. corallina.) Sowohl Luft- als auch 
Substrathyphen zerfallen in Stibchenketten und spiter schwach saure- 
feste, kokkoide Gebilde (keine Sporen!). Echte Fragmentationssporen 
(= ,,Conidien‘‘, siehe unten) werden nicht gebildet. Im Substratmycel 
treten Hyphenkringel mit einem Durchmesser von 3—6 mw auf. 
Kieselgelplatten: W langsam, Kol nach 12 Tagen 2 mm, flach, diinn, mit 
Mittelpolster und weiBlichem LM (Abb.1). — Mineralsalzlésung: W langsam, 
reichlich. Kol nach 2 Monaten weib, einzeln. Hyphen reich verzweigt, parallel 
verschleimend, schnell in Stiibchen zerfallend (0,4—0,6 - 1.4—1,7 4), diese kettig, 
gegeneinander gewinkelt, oder einzeln. Im Strang zerfallen die auBen liegenden 
Hyphen zuerst. P fehlt. — Mineralagar: W langsam, gut. Kol schneeweib, 
polsterig, mit reichlich LM. Hyphen zerfallen bei Praparation in Kurzstiabchen. 
P fehlt, Geruch erdig. — Haferflocken-Agar: W langsam, gut. SM hell haut- 


farben, LM reichlich, rosa-wei®, P gelbbraunlich, dann gelb. — Haferflocken- 
Glycerin-Pepton-Agar: Wie Haferflocken-Agar, P fehlt. — Glycerin- 


Glykokoll-Agar: W langsam, gut. LM weif-creme, P fehlt. — Glycerin-KNO,- 
Agar: W langsam, LM schwach, P fehlt. Kolonien zum Teil im Zentrum auf- 
platzend (Abb.2). — Glycerin-Kartoffelkeil: W schnell und reichlich. SM 


gelborange, LM wei8, Kartoffel schwach grau. — Méhrenkeil: Kein W. — 
Ca-malat-Agar: W langsam, gut. Kol flach, polsterig, hell ocker. SM sparlich, 
P fehlt, Geruch erdig-muffig. — Glucose-Asparagin-Agar: W schnell, reich- 


lich. SM hell braunlichgelb bis hautfarben, LM spirlich, P fehlt. Kol unterseits 
aufgewolbt. — Glycerin-Pepton-Kartoffel-Agar: W langsam, gut. LM weiB, 
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P hellbraun. — Lackmusmilch: Im Gegensatz zu Jensens Stimmen: Saure- 
bildung. — Blut-Agar: W gut. Kolin 10 Tagen 3 mm, polsterig erhaben, mit 
schwachem Randwall, mit radialen Einkerbungen, kleeblattférmig. Oberflache 
feucht, spater reichlich weifes LM, P schwach dunkelbraun, Hamolyse nach 
10 Tagen 1 mm. — Malzextrakt-Agar: W schwach, LM fehlt, P fehlt. — Klig- 
ler-H,S-Agar: W langsam, gut. LM sparlich, weif, P fehlt. HS fehlt. — Indol: 
Negativ. Farbbarkeit: Methylenblau-Léffler und Karbolfuchsin-Czablewski 
farben gut. Sonst siehe JENSEN. — Nitrat wird reduziert (18 Tage). 


Abb. 2. Nocardia paraffinae Stamm 15. Kolonien nach 5 Wochen auf Glycerin-K NO,-Agar, zum Teil 
aufreiBend. Vergr. 10mal 


Nocardia saturnea n.sp. 
(Staémme 77 und 99) 


Der Stamm 7/ hatte sich als Luftverunreinigung auf einer Kieselgel- 
platte eingefunden. Stamm 99 wurde aus Komposterde mit Mineral- 
naihrlésung unter CO/O, isoliert. Die Energie- und Kohlenstoffquellen 
beider St&imme werden der Luft entnommen; Stamm 99 vermag mit 
Petroleum zu wachsen, wihrend ein fordernder Faktor fiir Stamm 71 
noch nicht gefunden worden ist. 

Nocardia saturnea ist unbeweglich, aerob, widerstandsfahig gegen Aus- 
trocknung, und hat ihr Temperaturoptimum bei 28—30° C. Auf Mineral- 
nahrbéden sind die Kolonien erhaben und zeichnen sich durch einen 
Mittelhécker mit stark ausgepragtem Randwulst von der Form eines 
Saturnringes aus (Abb.3); dieser Eigenschaft verdankt der neue Actino- 
mycet seinen Namen. 

Der Randwall kann breiter und hoher als der Mittelhécker werden. 
Kolonien unterseits gelblich, konzentrisch gezont, auf organischen Nahr- 
boden unregelmaBig faltig-erhaben, einem Regenwurmkothaufen ahnlich 
(Abb.4) oder nur schwach und vollig unregelmaBig erhaben (Abb. 5). 
Luftmycel auf armeren Nahrbéden reichlich, schneeweib, spater gelb- 


stichig, monopodial verzweigt, die Faden wellig oder gerade (niemals 
pag: 


Abb. 3. Nocardia saturnea Stamm 71. Mineralagarkolonien. Vergr. 4mal 


Abb. 4 Abb. 5 
Abb. 4. Nocardia saturnea Stamm 99. Kolonie nach 20 Tagen auf Nihragar. Vergr. etwa 10mal 
Abb. 5. Nocardia saturnea Stamm 99. Kultur 20 Tage auf Blutagar. Vergr. 10mal 


Abb. 7 


Abb. 6, Nocardia saturnea Stamm 71 auf Mineralagar., I 


suftmycel. Vergr. 250ma 
Abb.7. Nocardia saturnea Stamm 71 auf Mineralsalzlésung, I 


ufthyphen. Karbolfuchsin. Vergr.1200mal 
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spiralig oder wirtelig), granuliert, 0,4—0,8 w stark (Abb.6 und 7). Es 
werden Segmentationssporenketten mit 5—10 Segmenten gebildet. Sub- 
stratmycel reich verzweigt, 0,5—0,6 w, parallel verschleimend. Mit ver- 
diinnter Methylenblaulésung nach Lérrier erkennt man dicht-kettig 
angeordnete, stark  gefarbte 
Plasmapartien bis zu 1,6 yu lang, i rtrs! -¥ 7 iy aS 
oder auch rundliche Granula A. ~LA ; 
(Abb. 8u. 9). Gelegentlich bilden 
Hyphen intercalar  plotzlich 
reichlich Seitenaste ; die Bildung 
dieser ,,sekundaren Verzwei- 
gungen‘‘ scheint von besonderen 
Granula auszugehen. Es kénnte 


ts 


Abb.8. Nocardia saturnea Stamm 71 auf Mineral- 
salzlésung. Substratmycel. Karbolfuchsin. Vergr. 
1200 mal 


Abb. 9. Nocardia saturnea Stamm 7] auf Abb. 10. Nocardia saturnea Stamm 71 auf Mineral- 
Mineralsalzlésung. Substratmycel. Karbol- salzlésung. Sekundire Verzweigungen im Substrat- 
fuchsin. Vergr. 1200mal mycel. Karbolfuchsin. Vergr. 1200mal 


sich dabei auch wohl um intercalare Segmentationssporen handeln 
(Abb. 10). — Zerfall in Stabchen gelegentlich, besonders auf organischen 
Nahrboden. Keine léslichen Pigmente. Guttationstropfen farblos. 


Kieselgelplatten: W langsam, gut. Kol bis 3 mm, in der oben beschriebenen 
Form, wei8 bis gelbstichig. LM reichlich, Rand glatt, dick. — Mineralnahr- 
losung: W langsam aber reichlich. Bis 1 cm groBe Schollen, diese flach und deut- 
lich Kolonien mit Mittelhécker und Randwall enthaltend. Substrathyphen schlank, 
gut verzweigt, nur spat und gelegentlich in Stabchen zerfallend (Abb.7—10). — 
Mineral-Agar: W langsam, gut, wie oben (Abb.3 u. 6). — Haferflocken-Agar: 
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W langsam, gut, Kol feucht, hell-buttergelb. LM sparlich, weiBlich. — Hafer- 
flocken-Glycerin-Pepton-Agar: wie vor. — Glycerin-Glykokoll-Agar: 
W langsam, reichlich. SM buttergelb. LM feblt. Kol. mit Mittelhécker und Rand- 
wall. — Glycerin-KNO,-Agar: W langsam, SM buttergelb, LM weiBlich- 
creme. — Glucose-Asparagin-Agar, Glucose-Agar, Starke-Nitrat-Agar, 
Vitamin-Agar: W schwach, Kol klein, SM unterwarts gelblich, LM wei, keine 
Starke-Hydrolyse. — Ca-malat-Agar: W sparlich. Kol winzig, polsterig, weiB- 
lich. — Glycerin-Kartoffelkeil (nur Stamm 99): W langsam, gut. SM dunkel- 
buttergelb, LM sparlich, weiB, P fehlt. Stamm 77: Kein W. — Gelatine, Nahr- 
gelatine, Milch, Lackmusmilch, Kartoffelkeil, Méhrenkeil, Malz- 
extrakt-Agar: Kein Wachstum. — Fleischextrakt-Pepton-Agar: W spar- 
lich, Kol klein, feucht-glinzend, unregelmaBig-faltig, hellgelb-briunlich, ohne LM 
(Abb.4). — Fleischextrakt-Hefewasserbouillon: W langsam und gut. Kol 
bilden Thallus oder Schollen, farblos. LM sparlich, Loésung klar. — Blut- 
Agar: Kein Wachstum bei Stamm 7/. Langsames, schwaches Wachstum bei 
Stamm 99. SM dunkel-buttergelb, LM sparlich, kreidig-weiB. Kol flach, unregel- 
mafig-erhaben. Impfgut pyramidenférmig aufwachsend. Kein Pigment, keine 
Hamolyse (Abb.5). — Kligler-H,S-Agar: W langsam, schwach. SM gelblich, 
LM fehlt. Kein H,S. — Indol: Negativ. Nitratreduktion: Negativ. — Farb- 
barkeit: Grampositiv, nicht saurefest. Methylenblau-Loffler und Karbolfuchsin- 
Czablewski farben gut nach Trockenfixierung. 

Systematische Stellung. Nocardiasaturnean.sp. ist Nocardia spec.L 
Stamm? (? nahe verwandt (Hrrscu u. ENGEL). Da aber letzterer Organis- 
mus zur Zeit noch naher untersucht wird, soll dessen Beschreibung und 
Benennung zu einem spateren Zeitpunkte erfolgen. Von Nocardia 70 und 
Noc. petroleophila 1aBt sich die neue Art jedoch leicht unterscheiden 
durch die saturnaéhnliche Kolonieform auf mineralischen Nahrbdéden, 
durch die Morphologie der Hyphen (selten Granula, haufiger gefarbte 
Plasmapartien) und durch Unterschiede im kulturellen Verhalten. 
Streptomyces autotrophicus bildet im Gegensatz zu Noc.saturnea braune 
Mycelfarbstoffe, lésliche Pigmente und Geriiche aus, sein kulturelles 
Verhalten ist anders. Actinobacillus paulotrophus Beij. war ,,durchaus 
unverzweigt’’ und wuchs auf organischen Niihrbéden nicht. Die Be- 
stimmung nach WAKSMAN u. LECHEVALIER (1953) oder Brrary VII 
(1957) fiihrte zu keiner bekannten Art. 

Herkunft. Stamm 7/ war eine Luftverunreinigung einer Kieselgel- 
platte, getriinkt mit NH,-Mine1 alsalzlésung. Stamm 99 wuchsauf Mineral- 
nahrlésung unter CO/O,-Atmosphire (2:1), nachdem mit Kompost 
beimpft worden war. 

Typus. Die Originalkulturen werden in der Sammlung des Verfassers 
im Institut f. Mikrobiologie der Universitit. Gottingen, GoBlerstr. 16, 
gehalten. 


Nocardia petroleophila Hirsch u. Engel (Stamm 102) 
Dieser Organismus wuchs zusammen mit Noc. saturnea (Stamm 99) 


auf Mineralsalzlésung unter CO/O,. Er gleicht der Noe. petroleophila 
stark; geringfiigige Unterschiede rechtfertigen es meiner Meinung nach 
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nicht, hier eine neue systematische Einheit zu schaffen. Das Substrat- 
mycel ist jedoch im Gegensatz zu Noc. petroleophila dunkelgelb oder 
zitronengelb, das Gedeihen auf Haferflocken-Glycerin-Pepton-Agar, 
Kartoffelkeil und Glycerin-Kartoffelkeil ist besser (SM dunkel-eigelb, 
IM spiarlich, weiB). Auf Blutagar 
und Lackmusmilch findet Wachstum 
statt, wobei letztere etwas alkali- 
nisiert wird. 

Die folgenden Nahrbéden wurden fiir 
diesen Stamm zusitzlich getestet (und auf 
ihnen im Verhalten kein Unterschied zu 
Noc. petroleophila Stamm 78 gefunden): 

Glucose-NH,-Lésung: Es werden 
geringe aber nachweisbare Mengen von 
Nitrit gebildet, ein Vorgang, der bei Hirscn 
u. ALEXANDER (im Druck) als ,,Hetero- 
trophe Nitrifikation‘‘ untersucht wurde. 

Glycerin-Glykokoll-Agar: Wlang- 
sam aber gut. SM _ buttergelb bis 
zitronengelb, LM weiBlich bis hellcreme. — 


; Abb. 11 

Haferflocken-Glycerin-Pep t ON- Nocardia (Strept.) autotrophica Stamm 394 
Agar: W gut und schnell. SM hell eigelb, nach 5 Wochen auf Blutagar. Abklatsch der 
LM schwach, weiblich. — Glycerin- Kolonie. Stiirker gefiirbt: zerfallende Luft- 


KNO,-Agar: W gut, SM_ buttergelb, hyphen. Unten Substratmycel. Karbolfuchsin. 


Vergr. etwa 1200mal 


LM weiB bis hell creme. 
Insgesamt vermag Stamm 102 leichter auf organischen Nahrbdéden zu 
wachsen als die anderen untersuchten Staémme von Noc. petroleophila. 


Nocardia (Strept.) autotrophica (Tak. et Tub.) nov. comb. Hirsch 
(Kodai-Stamm = Stamm 394) 


Diese mir freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. A. TAKAMIYA ZU 
Vergleichszwecken tiberlassene Kultur des Kodai-Stammes entsprach der 
Originalbeschreibung vollig, darum seien hier nur einige dort nicht 
erwahnte EKigenschaften hinzugefigt. 


Glycerin-Kartoffelkeil: W schnell und gut. SM gelb, spaiter braunlich. 
LM cremeweib, P fehlt. — Haferflocken-Glycerin-Pepton-Agar: Wie vor., 
aber P schwach gelblich. — Glycerin- Glykokoll- Agar: W schnell und gut, 
SM braunlich-gelb, LM kurz (wie bei Nocardien), weiB, P fehlt. — La ekmusmilch: 
W langsam, Saurebildung. — Glucose-NH,-Nahrlosung: W gut, SM gelblich, 
LM wei8, P schwach gelbbraun. Es werden Spuren von Nitrit gebildet (siehe 
Hirescu u. ALEXANDER). — Blut-Agar: W schnell und gut. SM schmutzig-gelb, 
LM staubig, kurz, weiS mit creme. LH kurz-wellig, wenig verzweigt. P dunkel- 
braun. Keine Hamolyse (Abb.11). — Kligler-H,S-Agar: W schnell und gut. 
SM faltig-wellig, orangestichig, LM schwach, weiflich. Saurebildung. Kein HS. 


Die morphologische Untersuchung dieses Organismus ergab, daB durch 
Hyphenzerfall im Luftmycel sporenahnliche Fragmente gebildet werden 
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(Abb. 12). Takamiya u. TuBAKt (1956) bezeichneten diese der Verbrei- 
tung dienenden Zellen als ,,Conidien“*. Jedoch werden seit langem unter 
,,Conidien von Actinomyceten sporenartige Zellen im Luftmycel ver- 
standen, die sich von den Zerfallszellen des Strept. autotrophicus durch 
ihre endogene Entstehungsweise unterscheiden [LACHNER-SANDOVAL 
(1898); Jonus (1949); WaksMAN (1950) sowie Fiate u. Mitarb. (1955)]. 


Abb. 12. Zerfall der Lufthyphen in Stiibechenformen (inks und Mitte) bei Nocardia (Strept.) 
autotrophica (1) und Nocardia (Strept.) nitrificans (2). Zum Vergleich echte Conidienbildung bei 
Streptomyces 201 a (3). Zeichnungen nach gefiirbten Priparaten 


Kchte Conidien* entstehen wie folgt (Abb.12: 3): Morphologisch 
differenzierte (stiirkere) Lufthyphen werden stirker lichtbrechend. 
Innerhalb der Hyphe ,,fragmentiert‘’ das Plasma in sporengroBe 
Partien. Nach weiterer Kontraktion des Plasmas treten dann in den 
dazwischen liegenden, plasmairmeren Bezirken Querwinde auf, und/ 
oder die Hyphenmembran schniirt sich ein. Ein Sporenartiges Ver- 
breitungsorgan ist entstanden, welches gegen ungtnstige AuBen- 
faktoren eine gewisse Widerstandsfihigkeit besitzt. Diese fiir echte 
Streptomyceten sehr charakteristische Art der Sporenbildung wird im 
Sinne LACHNER-SANDOVALS ,, Fragmentation (= des Plasmas!) genannt; 
die Conidien entstehen also hier endogen. Die ,, Fragmentation“ (= Zerfall 


* In der Mykologie werden zumeist jedoch exogen entstandene Sporen als 
,,Conidien** bezeichnet, 
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der Luft- und Substrathyphen) bei einigen Nocardien und Strept. autotro- 
phicus (sowie Strept. nitrificans, siehe weiter unten) hat mit echter 
Conidienbildung jedoch wenig gemein (vgl. Abb. 12). 

Zerfallende Lufthyphen des Strept. autotrophicus sind von Substrat- 
hyphen nicht zu unterscheiden. Der Zerfall gestaltet sich hier wie folgt: 
mit Methylenblau gut anfirbbare Granula teilen sich, und zwischen ihnen 
entsteht ohne erkennbare Plasmakontraktion eine neue Zellwand. Dieser 
Vorgang geht acropetal vonstatten, wie auch der bald einsetzende Zerfall 
in Stabchenzellen, an deren beiden Enden man immer je ein Granulum 
erkennen kann. Die Stabchenzellen sind langgestreckt, meist mehr als 
doppelt so lang als breit und haben scharfe Ecken. Eine geringe Abrun- 
dung kann spater erfolgen. Takamiya u. TuBAkt haben zerfallende 
Lufthyphen sehr sch6n abgebildet, doch diirfen diese sicher nicht als 
,,Conidien** bezeichnet werden. Abb.12 veranschaulicht nebeneinander 
beide Vorgange: die echte Fragmentation (= Conidienbildung) bei einem 
echten Streptomyceten (Stamm 201a) und den als Segmentation zu 
bezeichnenden Zerfall der Lufthyphen bei Strept. autotrophicus und Strept. 
nitrificans. 

Niemals waren bei dem Kodai-Stamm des Strept. autotrophicus echte 
Conidien zu erkennen. Nach Jonzgs (1949) miissen Organismen mit 
Segmentationssporenbildung bzw. zerfallendem Substrat- und Luftmycel 
zur Gattung Nocardia gerechnet werden, und ich méchte mich dieser 
Meinung anschlieBen. Denn auch die Untersuchung der Luftmycelstruk- 
tur ergab, daB die Ahnlichkeit der beiden fraglichen Organismen mit 
Vertretern der Gattung Nocardia gréBer war als die mit echten Strepto- 
myceten. Das Luftmycel ist zumeist nur schwach entwickelt und besteht 
aus kurzen, geraden oder schwach welligen und wenig verzweigten 
Hyphen. Die kulturellen Eigenschaften beider Arten sind denen der von 
Umprett (1939) als,,8-Nocardien‘ bezeichneten Actinomyceten ahnlicher. 
Laut Definition im Brerary VII (1957) zerfallen Streptomyceten ,,nicht 
oder nur selten‘’. Starker Zerfall in Stabchenformen auch im Substrat- 
mycel ist aber bei den beiden fraglichen Arten die Regel. 

Sowohl Streptomyces autotrophicus als auch Strept. nitrificans (siehe 
unten) sind daher in die Gattung Nocardia zu stellen. Es ist denkbar, dal 
spaiter nach eingehenderem Studium fiir diese Verwandtschaftsgruppe 
(zu der auch Noc. petroleophila, Noc. saturnea n. sp. und Nov. spec. 70 
gehoren) eine neue Gattung geschaffen werden mu. 


Nocardia nitrificans (Schatzetal.)nov.comb. Hrrscu (= Streptomyces 
nitrificans Schatz et al.) (Stamme 100, 181, 209—211, 243, 379 und 377) 

7 der oligocarbophilen Staémme sollen mit der Originalkultur von Strept. 
nitrificans (Stamm 377) in der Beschreibung zu einer Art zusammengefaBt 
werden. Sie entstammten zumeist Erdproben oder waren Luftinfektionen. 
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Die Morphologie und der Zerfall des Luftmycels, sowie kulturelle 
Eigenschaften lassen ebenfalls bei dieser Art die Stellung in der Gattung 
Streptomyces als fraglich erscheinen. Auch hier zerfallen Luft- und Sub- 
stratmycel in Staébchenketten, die nicht mit echten Conidien verwechselt 
werden dirfen (Abb. 13). 

Gereinigter Mineralagar: Kol klein, buckelig erhaben, unterwarts orange 


bis hell lederfarben. LM reichlich, weif mit leichtem Cremestich. LH kurz, gerade 
oder schwach wellig. — Mineralnahrlésung: W schnell und gut, besonders 


Abb. 14 


Abb.13 
Abb. 13. Nocardia (Strept.) nitrijicans Stamm 379 nach 25 Tagen auf Mineralniihrboden. Zerfallendes 


Mycel. Karbolfuchsin. Vergr. 1300mal 


Abb. 14. Nocardia (Strept.) nitrificans Stamm 377 nach 20 Tagen auf Blutagar. Vergr. etwa 4mal 


mit Kohlenwasserstoffen (Petroleum/Undecan) in der Atmosphire. Kolonien bilden 
dichte Decke. SM schwach hell-lederfarben. LM wei mit Cremestich. Das Mycel 
zerfallt leicht, besonders bei der Priparation, in langere oder kiirzere Stibchen. 
Unter Petroleum/Undecan-Gemisch bilden sich zuerst am Rande der Kolonien 
gerade oder schwach wellige Lufthyphen aus, die zu Stabchenketten zerfallen und 


nicht verdickt sind, keine Conidien. — Haferflocken-Agar: W gut, SM hell- 
bis dunkelcreme, auch mit Braunstich, LM wei®lich-creme, LH verzweigt, kurz, 
schwach wellig, weder mit Spiralen noch Wirteln. Kein Pigment. — Haferflocken- 


Glycerin-Pepton-Agar: W schnell. Kol buckelig, unregelmabig-bréckelig an- 
geordnet, verschieden groB. SM gelbbraun (lederfarben), LM wei, dann zimt- 
oder violettlich-creme, P rosa bis schwach violettlich oder rosabraun (bei Stamm 243 
braun), LH kurz, schwach verzweigt oder fast gerade. — Glycerin-Glykokoll- 
Agar: W gut. Kol buckelig erhaben, SM gelblich rostbraun bis lederbraun, oft 
mit rotlichem Stich, LM meist kurz, creme-wei8 bis zimt-grau (spater), P schwach 
hellbraun, bei Stamm 187 u. 243 rotlich-braun. — Glycerin-KNO,Agar: W lang- 
sam, gut. SM dunkelrotbraun bis hellrotbraun, LM flach, creme mit rotlichem 
Stich, P rosa oder rétlich-braun. — Kartoffelscheibe: W gut, schnell. SM hell- 
lederfarben bis dunkel-gelbbraun. LM spiirlich, weiBlich-grau bis violettlich-grau, 
auch mit Braunstich. — Kartoffel-Glycerin-Scheibe: W schnell und gut. 
Kol kriimelig, gekrést. SM gelbbraun-lederfarben. LM kurz, wei, creme-weib, 


spater zimtgrau. P dunkelbraun. Scheibe erst schwach grau. — Ca-malat-Agar: 
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W langsam, SM braun, LM reichlich, weiB mit Zimtstich, P fehlt. — Lackmus- 
milch: W langsam, reichlich. SM gelbbraun, LM weiflich-zimtfarben. P fehlt. 
Milch alkalinisiert (aber Stamm 2/1 und 243 bilden Saure!), weder peptonisiert 
noch koaguliert. — Nahrgelatine: W schnell und gut. SM schwach gelblich- 
braun, LM sparlich, weiB, P braun. Selbst in 24 Tagen keine Verfliissigung. — 
Nahragar: W schnell und gut, SM dunkel-honigbraun bis dunkel braungelb, 
LM rosacreme bis zimtfarben, P braun. — Glucose-NH,-Nahrlésung: W gut, 
Kol klein, SM farblos-gelblich, LM weiB, P fehlt. Stamm 377 wurde auf Nitrit- 
bildung getestet: es wird erstaunlicherweise kein Nitrit aus (NH,),HPO, gebildet 
(siehe HrrscH u. ALEXANDER). — Blut-Agar: W gut, SM schmutzig gelbbraun 
bis rétlichbraun, bréckelig oder faltig-gekrést erhaben (Abb.14), LM sparlich, 
weib, spater cremegrau, LH kurz, wellig, schwach verzweigt, weder Spiralen noch 
Wirtel. — Mineralnahrlésung mit 0,1°/, TES: W langsam aber gut, Kol 
honigfarben mit weiBlichem Rande, LM zimtfarben oder lederfarben, P fehlt. — 
Kligler-H,S-Agar: W gut, SM faltig, gelblichbraun, LM schwach, weiblich, 
P schwach braunlich. Kein H,S. — Farbbarkeit: Grampositiv, nicht saurefest, 
mit Methylenblau-Léffler oder Karbolfuchsin-Czablewski nach Trockenfixierung gut 
farbbar. 


Systematische Stellung. Die typisch lederbraunen bis rétlich- 
braunen Farbténe, die Morphologie des Mycels, kulturelle Eigenschaften 
und die Ubereinstimmung mit einer Originalkultur von ScHarz lassen 
keine Zweifel aufkommen, daB es sich hier um weitere Staéamme des 
Organismus von ScHATzZ handelt. 


Herkunft: Aus Blumenwasser (/00), Gartenerde (151, 209—2/1), aus einer 
Bodenanreicherung mit 0,1°/, TES (379), aus einer Pusariwm-Kultur auf Mineral- 
agar mit Thioharnstoff (243) und als ,,Originalkultur Schatz‘ von Herrn Prof. 
Dr. M. Apexanpe=R, Cornell University, Ithaca/N. Y., USA. 


Streptomyces flavovirens (Waksm.) Waksm. et Henrici 1948 
(Stamm 273) 


Tsoliert 1958 aus einer Bodenanreicherung mit 0,1°/) TES (= Trichlor- 
essigsiure). Dieser Actinomycet wuchs 5 Generationen hindurch auf 
TES-Agar, aber offenbar wurden nur Energiequellen aus der Luft genutzt. 
Die Beschaffenheit des Luftmycels, die Morphologie des Substratmycels, 
und das kulturelle Verhalten lassen den Stamm 273 mit Sicherheit zur 
Gattung Streptomyces zugehorig erscheinen. EHinige Charakteristika 
sollen angegeben werden. 


Mineralagar mit 0,1°/, TES: W gut, Kol flach, SM farblos, LM violettlich- 
grau, P fehlt. — Haferflocken-Glycerin-Pepton-Agar: W schnell und gut, 
Kol gezont, mit verschiedenen Farben: SM farblos bis schwach gelbgriin, LM 
reichlich, wollig, weif, dann gelbgriin-grau, spater dunkelmausgrau. Kol. von 
der Seite: AuRen weiBes LM, dann dunkelmausgraue LM-Zone. Innen 
LM griinlichgelb. P zitronengelb, spater dunkelgelb. — Glycerin- Glykokoll- 
Agar: Wschnell und gut. SM farblos, spater gritnlich-schwarz. LM_ reichlich, 
wollig, dunkelgrau, oft mit weiBem, sekundarem LM (siehe Kurzner 1956). 
P schmutzig-braun. — Glycerin-Kartoffelkeil: Wie oben, aber P schwach 
griinlich-gelb. — Lackmusmilch: W schnell und gut. SM schwach gelb, LM 
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fehlt. Saurebildung, P dunkelbraun. Peptonisation in 12 Tagen total, keine Koagu- 
lation. — Nahrgelatine: W gut, nicht verfliissigt in 28 Tagen. — Blut-Agar: 
W schnell und gut (Abb.15). Pigment dunkelbraun, keine Hamolyse. 

Weder H,S8 noch Nitrit werden gebildet. 

Die Bestimmung wurde nach KuTzNer (1956), BerGry VII (1957) sowie WaAKs- 
MAN u. LECHEVALIER (1953) vorgenommen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die vorliegenden Untersuchungen ergaben, daB Vertreter aus den ver- 
schiedensten Actinomycetengattungen auf mineralischen Nahrbéden mit 
Luftverunreinigungen zu wachsen vermochten: Nocardia, Streptomyces, 
Micromonospora und Streptospor- 
angium. Besonders scheinen aber 
die Lufthyphen-tragenden _ f- 
Nocardien zu dieser Lebensweise 
befahigt zu sein. Einzelne von 
ihnen wurden durch ein Petroleum/ 
Undecan-Gemisch stark gefordert. 

Der EinfluB gasformiger Energie- 
quellen auf das Wachstum konnte 
zwar zumeist nur durch visuelle 
Abschatzung des Zuwachses er- 


folgen, aber die Bestimmung der 
o oD 


Abb. 15. Streptomyces jlavovirens Stamm 272 
nach 20 Tagen auf Blutagar. Vergr. etwa 4mal 


Oxydierbarkeit einiger Kulturen 
mit KMnO,ergab einen eindeutigen 
Massenzuwachs; die gefundenen Permanganatzahlen entsprachen den 
Zuwachsschatzungen. Besondere Beachtung verdient das rasche und 
intensive Wachstum von Noc. (Strept.) nitrificans Stamm 243; besonders 
dieser Stamm diirfte fiir weitere, eingehendere Untersuchungen geeignet 
sein. 

Die Teststamme waren im Verlaufe von 3 Jahren gesammelt worden. 
Ihre Herkunft aus Bodenproben verschiedenster Art oder als Luft- 
infektionen macht es wahrscheinlich, daB sie weit verbreitet sind. 
Gelegentlich abtrocknende Boden- oder Salzlésungsoberflichen bieten 
ihnen offenbar konkurrenzarme und giinstige Lebensbedingungen, da sie 
sich aus diesen Biotopen leicht isolieren lassen. Durch die Fahigkeit, 
gasformige Knergie- und Kohlenstoffquellen ausnutzen zu kénnen, 
befinden sie sich im Vorteil gegeniiber solchen Mikroorganismen, die an 
das Vorhandensein von zunichst festen oder fliissigen Substraten ge- 
bunden sind. 


Kinige interessante Beobachtungen bei ,,oligocarbophilen‘‘ Hefen teilte 
KarBARA (1958) mit. Seine Organismen vermochten sich in Nahrsalz- 
lé6sungen allein von fliichtigen C- und Energiequellen zu ernihren, 
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vermutlich durch Lésung dieser Stoffe in einer die Zellen umgebenden 
Schleimhille. 

Nachdem nun die vorliegenden Untersuchungen gezeigt haben, daB 
auch eine Vielzahl von Actinomyceten oligocarbophil zu leben vermag, 
missen kinftige Untersuchungen diese Fehlerméglichkeit beriicksich- 
tigen. KALINENKO (1957) forderte: ,,...in Zukunft sollte keine Unter- 
suchung, wie z. B. iiber die N,-Bindung oder Chemoautotrophie die Nahr- 
stoffquellen der Luft, und die Fahigkeit der Bakterien, diese nutzen zu 
konnen, auBer acht lassen .. .“ 

Der Vergleich der oligocarbophilen Actinomyceten dieser Arbeit mit 
solchen, die bereits frither schon beschrieben und benannt worden waren, 
fiihrte zur Neubeschreibung von Nocardia saturnea. Dieser Art stehen 
folgende Actinomyceten nahe: 

Nocardia P, von Treccant u. Mitarb. (1955), mit korallenroten Pig- 
menten ; 

Actinomyces 600 von Netson (1929), mit rosa oder braunlichem 
Substratmycel, mit hellgrauem oder rosagrauem Luftmycel ; 

Actinomyces 200 und 400 des gleichen Autors, Gelatine verfliissigend, 
und 

Actinomyces 11—13 von GowDa (1924), ebenfalls Gelatine verfliissigend, 
mit grauem Luftmycel und braunen Pigmenten. 

Die Einordnung der 7 dem Streptomyces nitrificans nahestehenden 
Stiimme in das System wurde bereits besprochen. Auf Grund des Zerfalles 
ihrer Luft- und Substrathyphen (von echter Conidienbildung zu unter- 
scheiden!) sowie einiger kultureller Merkmale gehoren diese Stamme in 
die Gattung Nocardia; eine Originalkultur — verglichen mit der Be- 
schreibung von Scuatz u. Mitarb. (1954) — wies die gleichen Eigenschaf- 
ten auf. Entsprechendes trifft auch fiir Streptomyces autotrophicus zu. 
Vielleicht wird es spiter ratsam sein, alle Actinomyceten mit zerfallendem 
Substratmycel, zerfallendem Luftmycel (Segmentationssporen oder 
Oidiosporen), ohne Bildung echter Conidien (Fragmentationssporen), mit 
mehr oder weniger ausgepragt oligocarbophilem Wachstum mit gas- 
formigen Kohlenwasserstoffen zu einer neuen Gattung auBerhalb der 
Streptomyceten oder Nocardien zusammenzufassen. Diese Organismen 
sind im typischen Falle nicht-sdurefest, grampositiv, langsam wachsend. 
Sie bilden auf organischen Nahrbéden wenig oder kein Luftmycel, ent- 
halten Phosphatgranula, verflissigen Gelatine nicht und wachsen auf 
Milch selbst bei starker Impfeinsaat langsam oder gar nicht, ohne Koagu- 
lation oder Peptonisation. Sie besitzen ferner keine Amylase, sie bilden 
weder H,S noch Indol und selten freies NO, aus NO;~; CO, wird mog- 
licherweise in groBerem Ausmafge in die Zellsubstanz eingebaut. Nocardia 
petroleophila, N.saturnea n. sp. Nocardia 70, Nocardia (Strept.) auto- 
trophica, Nocardia (Strept. ) nitrificans und vielleicht noch viele andere, 
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bisher kaum untersuchte Organismen (z.B. Nocardia uniformis MARTON 
u. SzaBo) gehoren hierher. Sie stehen als Gruppe den teilweise saéure- 
festen B-Nocardien am nachsten. 


Zusammenfassung 


1. Die Fahigkeit zum Wachstum auf mineralischen Nahrlésungen unter 
Ausnutzung von Luftverunreinigungen ist bei den Actinomyceten weit 
verbreitet. 

2. Von 39 benannten oder neu isolierten Teststammen verschiedenster 
Herkunft vermochten 26 ,,oligocarbophil* zu wachsen; 5 Stamme stellten 
nach wenigen Tagen ihr Wachstum ein, und 8 Stémme vermehrten sich 
auf Mineralnahrlésung nicht. 


3. In einigen Fallen wurde der Zuwachs durch Titration der gesamten 
Kultur auf Mineralnahrlésung mit KMnO, sicher nachgewiesen. 


4. Die Zugabe eines Petroleum/Undecan-Gemisches als Energiequelle 
in die Gasphase forderte 12 von 14 oligocarbophilen Stammen im Wachs- 
tum. Reines n-Undecan forderte bei Gegenwart von 0,2 Vol-°/, CO, 
lediglich Noc. petroleophila Stamm 78, nicht aber Noc. saturnea Stamm 71 
oder Streptomyces autotrophicus Stamm 394. 


5. Die Identifizierung von 13 oligocarbophilen Staémmen fihrte zu 
folgenden Artnamen: Nocardia paraffinae (Jens.) Waksm. et Henrici 
(2 Stamme), Nocardia petroleophila Hirsch u. Engel (1 Stamm), Strepto- 
myces nitrificans Schatz et al. (7 Stémme und eine Originalkultur von 
Schatz), Streptomyces autotrophicus Tak. u. Tub. (1 Originalstamm von 
Takamiya) und Streptomyces flavovirens (Waksm.) Waksm. u. Henrici 
(1 Stamm). 

6. Nocardia saturnea n. sp. (2 Stiimme) wird als neue Art beschrieben; 
Nocardia spec. Stamm 70 soll erst spiter, nach eingehender Unter- 
suchung beschrieben und benannt werden. 


7. Auf Grund von morphologischen und kulturellen Eigenschaften 
(insbesondere des Lufthyphenzerfalles) werden Streptomyces autotrophicus 
und Strept. nitrificans in die Gattung Nocardia gestellt (Verwandtschaft 
der nicht- oder teilweise siurefesten B-Nocardien) als: Nocardia auto- 
trophica (Tak. u. Tub.) nov. comb. Hirsch und Nocardia nitrificans 
(Schatz et al.) nov. comb. Hirsch. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch ein Forschungsstipendium des Department 
of Agronomy, Cornell University, Ithaca/New York, USA, erméglicht und durch 
die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. — Herrn Prof. Dr. M. ALEXAN- 
prgR, Cornell University, gilt mein besonderer Dank fiir viele Anregungen und 
seine freundliche Hilfe, fiir einen Arbeitsplatz sowie fiir die Kulturen von Strepto- 
myces nitrificans und Micromonospora chalcea. Herrn Prof. Dr. A. TAKAMIYA, 
Tokyo, danke ich fiir eine Kultur des Streptomyces autotrophicus. 
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Vergleichende Untersuchung der Proteinasen zweier 
Bacillus-Arten (Bacillus subtilis und Bacillus cereus) 
Von 
THEODOR WIELAND, GERHART GRISS*, KONRAD HAIDER 
und BARBARA HACCIUS 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 8. Dezember 1959) 


Im Zusammenhang mit theoretischen Erwagungen tiber die ,,adaptive 
Enzymbildung“ haben Monop u. Mitarb. die Frage nach der Identitat 
von Enzymen gleicher Wirkung bei verschiedenen Staémmen, Arten und 
Gattungen von Bakterien gestellt (vgl. Monop u. Conn 1952 und CoHN 
u. ToRRIANI 1953). Sie fanden weder ,,immunologische noch enzym- 
chemische‘‘ Unterschiede zwischen den f-Galaktosidasen verschiedener 
Escherichia coli-Stimme sowie der verwandten Arten Shigella sonnet und 
Aerobacter aerogenes, waihrend die aus Lactobacillus bulgaricus und 
Saccharomyces fragilis gewonnenen Enzym-Praparationen untereinander 
und von den f-Galaktosidasen der genannten Enterobacteriaceen ver- 
schieden waren. 

Manson, Poxiock u. TRIDGELL (1954) haben, ebenfalls im Zusammen- 
hang mit Problemen der enzymatischen Adaptation, die Penicillinasen 
der beiden Bacillus-Arten, B. subtilis und B. cereus, miteinander ver- 
glichen. Dabei erwies sich die Penicillinase aus B. subtilis als deutlich 
verschieden von der aus B. cereus, und zwar sowohl immunologisch als 
auch in der Affinitét und dem py-Optimum der Wirkung. In beiden 
Fallen sind angereicherte Extrakte und keine reinen Enzym-Praparate 
verwendet worden. 

Die inzwischen verbesserten Methoden zur Trennung und Reinigung 
von Enzymproteinen erlauben das Problem der Identitat oder Ver- 
schiedenheit von Enzymen gleicher Wirkung, aber verschiedener Her- 
kunft wieder neu anzugreifen. So hat die Elektrophorese in Tragern wie 
Papier, Starke oder auf Membranfolie erkennen lassen, daB ,,die Milch- 
saéurehydrogenase“ (LDH) in den verschiedenen Organen ein- und des- 
selben Tieres aus einer Mehrzahl von enzymatisch gleichartig wirkenden 
Proteinen besteht und da8 deren Anzahl und Natur zwischen den ver- 
schiedenen Tierarten sehr groBe Unterschiede aufweist (WIELAND u. 


* Teil der Dissertation, Universitat Frankfurt am Main 1958. 
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PFLEIDERER 1957a u. b; PFLEIDERER u. JECKEL 1957; WIELAND, PFLEI- 
DERER U. ORTANDERL 1959; WIELAND, PFLEIDERER, Haupt u. WORNER 
1959). 

Fir die Feststellung der chemischen Verschiedenheit ahnlicher Proteine 
sowie ganz allgemein zur Aufklarung der primaren Proteinstruktur hat 
sich die Spaltung mit Proteasen, darunter auch solchen bakteriellen 
Ursprungs sehr bewahrt (vgl. z.B. Tuppy 1959). Bei unseren Unter- 
suchungen ist zundchst eine von GUNTELBERG u. OTTESEN (1952 u. 1954) 
isolierte und als ,,Subtilisin‘‘ bezeichnete Proteinase aus Bacillus subtilis 
verwendet worden?. Aus theoretischem Interesse und um _ jederzeit 
gentigend Enzym zur Verfiigung zu haben, haben wir selbst eine weitere 
Proteinase isoliert aus einem Stamm, der als Bacillus cereus diagnostiziert 
werden konnte. Wahrend dieser Arbeiten wurden wir auf ein seit kurzem 
im Handel befindliches Praparat aufmerksam, dessen Herstellung von dem 
japanischen Arbeitskreis von HaGrHaRa u. OKUNUKI (1954 u. 1958) aus- 
gearbeitet worden war und von der Firma Nagase & Co. unter dem Namen 
,,Nagarse“‘ vertrieben wird. Auch hier handelt es sich um ein aus einem 
Bacillus subtilis-Stamm gewonnenes proteolytisches Enzym (BPN’)?. 

Nachdem somit 3 reine Praparate von Proteinasen zweier B. subtilis- 
Staémme und eines Stammes von B. cereus vorlagen, erschien es uns 
angezeigt, auch hier die Frage nach Identitat oder Verschiedenheit dieser 
wirkungsgleichen Enzyme verschiedener Herkunft zu untersuchen. 

Auf Grund der Ergebnisse von Manson u. Mitarb. (1954) an den 
Penicillinasen derselben beiden Mikroorganismen war anzunehmen, daf 
auch die Proteinasen unterschiedliche Eigenschaften aufweisen wiirden. 
Mit Hilfe verschiedener Vergleichsverfahren stellte sich jedoch heraus, 
daB die von B. subtilis und B. cereus produzierten Abbauenzyme auBer- 
ordentlich ahnlich, wenn nicht sogar identisch sind. Im folgenden soll 
zunachst die Diagnostizierung des fiir unser Enzympraparat verwendeten 
Stammes als Bacillus cereus und seine taxonomische Unterscheidung von 
den Subtilisin- und Nagarse-Produzenten naher begriindet werden. 
AnschlieBend wird tiber die Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung 
der 3 Proteinase-Praparate berichtet. 


I. Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen 
1. Auswahl der Proteinase-Produzenten und Ziichtungs- 
Methoden 
Fiir unsere Versuche hatten wir von den Farbwerken Hoechst 5 nicht 
niher diagnostizierte Bacillus-Stamme? erhalten. Sie wurden zur Prifung 
'Herrn Dr. J. Orrzsen danken wir auch an dieser Stelle fiir die wiederholte 


Uberlassung von Subtilisin-Proben. 


2? Herrn Dr. Haarmara danken wir hier verbindlichst fiir 
groBerer Mengen von ,»,Nagarse‘‘. 


* Fiir die Uberlassung sind wir Herrn Dr. WaLLHAUSER zu Dank verpflichtet. 


die Uberlassung 
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ihrer Proteinase-Aktivitaéten auf 2°/,ige Agarplatten geimpft, die 
neben den tiblichen Mineralsalzen als einzige Stickstoff- und Kohlenstoff- 
quelle 0,5°/, eines Proteins (Casein, Serumalbumin, Hamoglobin oder 
Schweineherz-LDH) in nativer Form enthielten. Nach verschiedenen 
Bebriitungszeiten (6, 12, 24 und 48 Std) bei 30°C wurde das AusmaB 
des EiweiBabbaus durch Koagulieren des nicht verdauten Proteins im 
Agar mit 10°/,iger Sulfosalicylsaéure sichtbar gemacht (CHAPMAN 1952). 
Die GréBe des in der Umgebung der Kultur klarbleibenden Hofes wurde 
als MaB der Proteinase-Bildung gewertet. AuSerdem wurde in Stich- 
kulturen im Gelatinenahrboden dessen Verfliissigung durch die Bakterien- 
stamme beobachtet. 

Die Auswertung dieser Versuche hat ergeben, da ein mit ,,9 d‘ 
bezeichneter Stamm die héchste Aktivitaét gegeniiber nativen Proteinen 
entfaltete, wahrend er beziiglich der Gelatine-Verfliissigung den gleich- 
zeitig gepriften Serratia marcescens- und Bacillus mycoides-Staémmen 
unterlegen war. 

Nun wurde versucht, in der von GUNTELBERG (1954) angegebenen 
Weise proteolytisch aktive Filtrate zu erhalten. 

Der als bester Proteinzersetzer ermittelte Stamm 9d wurde in Submers-Kultur 
unter Schiitteln mit Luft bei 25—30° C in einem Nahrmedium geziichtet, das je 
1000 cm® destillierten Wassers folgende Bestandteile enthielt: 1g KH,PO,; 6g 
Na,HPO, - 12H,0; 1 g Na,SO,; 1 g NaCl; 0,1 g MgSO, - 7H,0; 0,2 g CaCl, - 2H,O; 
0,005 g FeSO,:7H,0; 0,005 g MnCl,-4H,O; 10g Glucose; 2,5g Pepton und 
0,1 cm? einer waBrigen Spurenelementlésung mit 1°/, Cut++, 1°/) Zn*++, 0,5°/) Cot**, 
0,05 °/,>Molybdat, 0,05°/, Borat, 0,1°/, Bromid und 0,4°/, Jodid. 

Wahrend der Ziichtung wurde in Abstinden von 6 Std eine Probe 
entnommen und die Proteaseaktivitat mit Hilfe des Milchgerinnungs- 
testes (siehe unten) verfolgt, da beim Subtilisin die Labwirkung (Rennin) 
mit der proteolytischen Aktivitaét parallel geht. AuSerdem wurde nach 
Kunitz (1935) die Konzentration der bei 280 my absorbierenden, mit 
Trichloressigsaure nicht fallbaren niederen Caseinspaltprodukte bestimmt 
und schlieBlich die proteolytische Aktivitét im Hoftest qualitativ er- 
mittelt. 

Methoden der Proteasebestimmung 


Milchgerinnungstest: 3 cm® einer 20°/,igen wafrigen Losung von Mager- 
milchtrockenpulver werden mit 2 cm? 1 mol Acetatpuffer (py 5,1), der 0,3°/, CaCl, 
enthalt, vermischt. Bei 30° C wird 1 cm? des zu priifenden Kulturfiltrats zugesetzt. 
Die bis zur Gerinnung vergehende Zeit 7’ (in Minuten) gibt nach GUNTELBERG (1954) 
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als he MGE die Einheit der Milchgerinnungsaktivitat. Fir Filtrate von 
B. subtilis werden MGE bis zu 2800 je Kubikzentimeter (= 2,8 mg Subtilisin) 
angegeben. 


Kunitz-Test: 1 cm? des sterilen Kulturfiltrats wird mit 1 cm® einer 1°/,igen 
Lésung von Casein (nach HamMMarsTeN) in m/15 Phosphatpuffer bei py 7 1 Std 
bei 35° C inkubiert, dann durch Zusatz von 3 cm? 5°/jiger waBriger Trichloressig- 
sure unverdautes Casein gefallt und in der filtrierten Lésung bei 280 mu die 

28* 
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Absorption in einer 1 cm dicken Cuvette gemessen. Blindwert: Uberstand einer 
enteiweiBten unverdauten Caseinlosung. 

Qualitativer Hoftest: In 100 cm* 2°/, Agar enthaltendem warmen m/30 
Phosphatpuffer von py 7 werden entweder 0,5 g Casein oder, unterhalb 50°C, 
ebensoviel Serumalbumin, Hamoglobin oder LDH gelést. Daraus gieBt man Platten, 
aus welchen kreisrunde Vertiefungen von 1cm @ ausgestanzt werden. In diese 
werden 0,5 cm’ der zu priifenden sterilen Lésungen gefiillt und die Platten 6 bis 
24 Std bei 30° C aufbewahrt. Die Proteaseaktivititen lassen sich danach aus der 
GroBe der bei der Behandlung mit 10°/,iger Sulfosalicylsiurel6sung klarbleiben- 
den kreisrunden Héfe beurteilen. 

Verglichen mit den Angaben bei GUNTELBERG lieferte unser Stamm 
9d zanachst nur recht bescheidene Proteaseaktivitaten (etwa 10 MGE 
je Kubikzentimeter). Da die Proteasebildung von der Zusammensetzung 
des Nahrpeptons abhangig sein konnte, wurden je 2,5 g verschiedener 
Handelspeptone einem Liter der beschriebenen Salzlésung zugesetzt und 
nach verschiedenen Zeiten die Proteaseaktivitaiten optisch ermittelt. 
Folgende Peptone wurden untersucht: P 1 = Difco Bacto-pepton B 118; 

P 2 = Witte Pepton fir 


Tabelle Bakteriologie; P 3 = pep- 
Zugesetztes Pepton sinverdautes Casein; P4 
Zeit in ; 
Stunden Pi po | P3 p4 P5 = Pepton aus Casein, 
tryptisch verdaut (Merck); 
i NUH iota Magy as Mc 0.0 P5 = Pepton aus Fleisch 
16 0,7 0,0 0,4 0,0 0,0 Ri 1 H 
22 0,8 | 0,0 | 04 | 0,3 | 04 (Riedel de Haen). 
36 1,0 | 0,0 | 0,45 | 0,35 | 0,5 Wie die Tabelle zeigt, 
48 1,8 0,0 | 0,5 0,35 | 0,5 bestehen bedeutende Unter- 


schiede der Proteaseaus- 
beuten zwischen den Niahrmedien, die die verschiedenen Peptone 
enthalten. Die Aktivitiiten sind relativ als Extinktionen bei 280 mu 
im Kunitz-Test angegeben. 
Aus diesen Vergleichen ergab sich, daB Difco Bacto-Pepton B 118 
(P 1) die beste Stickstoffquelle ist. 
Die Ziichtung im gréBeren MaBstab erfolgte nach Beimpfen mit den 
ausgewahlten Vorkulturen in 6 1 Dreihalskolben in etwa 51 Nahrmedium 
bei 35°C unter Durchperlen von 21 keimfreier Luft je Minute und 
Schiitteln mit einer Frequenz von 80 je Minute. Wahrend des 18stiin- 
digen Wachstums muB8 ein py-Wert von 6—7 durch Zugabe von n/10 
Natronlauge oder n/10 Salzsiure konstant gehalten werden, Zur Schaum- 
verhiitung hat sich ein Siliconpriparat (WACKER) gut bewahrt. 


2. Diagnostizierung und Beschreibung des als 
Proteinase-Produzent verwendeten Stammes 
Wie die im folgenden noch niher zu begriindende systematische 
Diagnose ergab, handelt es sich beim Stamm 9 d nicht, wie wir urspriing- 
lich angenommen hatten, um Bacillus subtilis, sondern um die verwandte 


Vergleichende Untersuchung der Proteinasen zweier Bacillus-Arten 419 


Art B. cereus. Wir bezeichnen daher im folgenden die fiir die Enzym- 
Gewinnung selektionierte Kultur als Bacillus cereus, Stamm F 9 d und 
das gewonnene Enzym als Proteinase C. 

Leider war es nicht moglich, den von GUNTELBERG zur Subtilisin- 
gewinnung verwendeten Organismus zum Vergleich heranzuziehen. Wie 


Vion gy eS 


“Em ny: + if ; . a i ail Ka es 
BRO oh on. CO OER OS Ret 
Abb. 1. Bacillus cereus F 9d (1) und Bacillus subtilis N (11). Hellfeld-Lebendaufnahme. Vergr. 1000 mal 


uns Herr Dr. OrrgsEN (Kopenhagen) schrieb, ist die Weiterkultivierung 
im Nordisk Insulin-Laboratorium bereits seit einigen Jahren eingestellt 
worden. 

Eine Kultur des Nagarsebildners, B. subtilis N, wurde uns liebens- 
wiirdigerweise von den Herren Hacrmara u. OKUNUKI zugesandt, so daB 
es méglich war, die Eigenschaften dieses mit denen unseres Stammes zu 


vergleichen. 


Bacillus cereus, Stamm F 9 d 


Unverzweigte Stabchen (1—1,5/3—6 «), meist in kurzen Ketten, Enden eckig 
bis leicht abgerundet. Junge Stabchen beweglich. Plasma mit mikroskopisch gut 
sichtbaren Granula (Abb.1/). Gute Farbbarkeit, gram-positiv, groBe, distinkte, 
mit Sudan-Schwarz farbbare Lipoid-Einschliisse. — Sporen: 0,5—1,2 u/1,5—2 u, 
oval, zentral oder parazentral, diinnwandig. Sporangien nicht formverandert. 
Keimung meist terminal unter Auflésung der Sporenhiille. Gute Sporenbildung 
nach 24 Std. 

Nahragar (Merck Standard II): Gutes Wachstum, flache, weiBliche Kolonien 
mit unregelmaBigem Rand und matter Oberflache, leicht vom Nahrboden ab- 
hebbar. — Nahrbouillon: Zunachst Triibung, spater klarer werdend, diinne 
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hinfallige Haut und etwas flockiges Sediment. — Kochsalz- Bouillon: Wachstum 
bis zu einem Gehalt von 7°/, NaCl. — Gelatine-Stich: Rasche Verfliissigung, 
trichter- bis sackformige Verfliissigungsfigur. — Lackmus-Milch: Koagulation 
und rasche Peptonisierung. — Blutagar (gewaschene Hammelerythrocyten): 
Hamolyse. — Eidotter-Medium: Dichte weiBe Triibung (= positiver Leci- 
thinase-Test). 

Keine Indolbildung. 

Keine H,S-Bildung. 

Nitritbildung aus Nitrat. 

Bildet Saure mit Glucose, Fructose, Maltose und Saccharose. Keine Saure mit 
Lactose, Arabinose, Xylose, Rhamnose, Galaktose und Mannit. 

Nur sehr geringe Starke-Hydrolyse. 

Geringe Acetoinbildung. 

Vermag (NH,)H,PO, nicht als Stickstoffquelle zu verwerten. 

Aerob, fakultativ anaerob. 

Kein Wachstum mehr bei 48° C. 

Die Sporen iiberleben 95° C nicht langer als 10 min. 


Nach Smiru, Gordon u. CLARK (1952), aus deren Monographie der 
aeroben Sporenbildner auch die Angaben in ,,BERGEYs Manual“ (1957) 
entnommen sind, werden die beiden Arten Bacillus cereus und B. subtilis 
nicht immer soregfaltig genug unterschieden. Die auf Conn (1930) zuriick- 
gehende Trennung der grofzelligen B. cereus-Gruppe von der kleinzelligen 
B. subtilis- Gruppe sei jedoch gut begriindet und auch vom internationalen 
Nomenklatur-Komitee 1937 anerkannt worden. 

Folgende Merkmale charakterisieren den fiir unser Enzym-Praparat 
verwendeten Stamm als Bacillus cereus und unterscheiden ihn von dem 
japanischen Proteinase-Bildner B. subtilis N (Abb.1 Ju. IZ). 


1. Die Ausmafe der Staébchen und die Art der Sporenbildung (vgl. 
LAMANNA 1940a u. Surry, GORDON u. CLARK 1952). 

2. Das granulierte Plasma mit der typischen Fettfarbung nach BuRDON 
u. Mitarb. (1942 u. 1956). In den kleineren Zellen von B. subtilis N sind 
die sudanschwarz-positiven EHinschliisse diffuser verteilt. 

3. Der positive Lecithinase-Test, der nach McGaucury u. Cuu (1948) 
und nach CoLMER (1948) ausschlieBlich bei B. cereus, bei B. mycoides 
und bei einigen Stéammen von B. anthracis, aber in keinem Fall bei 
B. subtilis festgestellt wurde (vgl. auch Iyer u. Boat 1955 und Brown 
u. Mitarb. 1958). 

4. Saurebildung aus Maltose (vgl. BuRDON u. Mitarb. 1942 und Brown 
u. Mitarb. 1958). 


In einem Merkmal unterscheidet sich allerdings unser Stamm F 9d von 
den in den zitierten Arbeiten beschriebenen B. cereus-Kulturen. Er zeigt 
keine oder fast keine Starkehydrolyse. Lamanna (1940b) hat zwar 
Starke-negative Stémme von B. cereus beschrieben, aber Smrvu u. Mitarb. 
(1952) fanden bei allen untersuchten Kulturen, unter denen auch einige 
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von LaMANNA als negativ bezeichnet waren, eine deutliche Starke- 
Reaktion. Auch Brown u. Mitarb. (1957) beobachteten bei 115 gepriiften 
B. cereus-Stémmen in allen Fallen Amylase-Bildung. 


Das Fehlen einer Fermentbildungseigenschaft kann jedoch die 
librigen fiir die systematische Kinordnung unseres Stammes als B. cereus 
sprechenden Argumente nicht entkraften. Da wir die Diagnostizierung 
der japanischen Kultur als B. subtilis auf Grund unserer Untersuchungen 
an dem uns zugesandten Stamm in jeder Beziehung bestatigen kénnen, 
handelt es sich bei den im folgenden zu vergleichenden Praparaten 
Proteinase C und Nagarse zweifellos um die proteolytischen Enzyme 
zweier verschiedener, wenn auch verwandter Bakterien-Arten. 


II. Biochemische Untersuchungen 


1. Isolierung der Proteinase C 


Die Kultivierung von B. cereus F 9 d unter den giinstigsten von uns 
ermittelten Bedingungen lieferte Filtrate, die maximal 150 MGE ent- 
hielten. Trotz der groBen Diskrepanz mit den Ausbeuten bei B. subtilis 
(GUNTELBERG 1954) konnte zur Isolierung der Proteinase C ein prinzipiell 
ahnlicher Aufarbeitungsgang befolgt werden. Die Isolierung des Enzyms 
sei an einem normalen Laboratoriumsansatz beschrieben : 


1. Reinigungsschritt. Das durch Zentrifugieren bei 5000 g zellfrei gemachte 
Kulturfiltrat (4670 cm? mit einer Gesamtaktivitat von 270000 MGE) wurde bis 
zu 80°/, Sattigung bei 0° C mit Ammonsulfat versetzt. Die Erfahrung hat gezeigt, 
da8 die Fallung um so giinstiger ausfallt, je langsamer das Ammonsulfat ein- 
getragen wird (fiir 5 1-Ansatz rund 5 Std), auBerdem war es zur guten Zentrifugier- 
barkeit erforderlich, nach erfolgter Ammonsulfatzugabe die Fallung 2—4 Std bei 
0° C stehen zu lassen. Die abgetrennte Fallung wurde in méglichst wenig destil- 
liertem Wasser gelost, mit 5 m CaCl,-Lésung das Sulfat ausgefallt und das CaSO, 
durch Zentrifugieren abgetrennt. 

2. Schritt. Mit der noch salzhaltigen Losung (40 cm’) wurde die erste Aceton 
fraktionierung bei 0° C ausgefiihrt. In der Fallung mit 5 Vol.-Aceton pro 10 Vol. 
Lésung war keine Proteaseaktivitét nachzuweisen. Sie wurde abzentrifugiert und 
die klare Lésung mit weiterem Aceton (2,5 Vol.) versetzt. Der entstehende Nieder- 
schlag enthielt die Hauptaktivitat (150000 MGE). Er wurde durch Zentrifugieren 
gewonnen. 

3. Schritt. Zur Entfernung der Salze wurde die aktive Fraktion in moglichst 
wenig destilliertem Wasser gelost und 12Std gegen das 1000fache Volumen 
destillierten Wassers bei 0° C dialysiert. 

4. Schritt. Mit der nun salzfreien Lésung (40 cm*) wurde bei 0° C die zweite 
Acetonfraktionierung ausgefiihrt, Die Proteaseaktivitat war in dem Niederschlag 
enthalten, der beim Zusatz von 4—6,5 Vol. Aceton zu 10 Vol. Lésung ausfiel. 


5. Schritt. Da die Lésungen der zweiten Acetonfraktionierung in der Regel gelb 
bis braun gefarbt waren, wurde eine Calciumgelabsorption ausgefiihrt. Hierzu 
wurde die Lésung mit 10 Vol-°/, Calciumphosphatgel (30 mg Calciumphosphat/cm*) 
20 min lang unter Riihren bei 4° C digeriert, anschlieBend das Gel abzentrifugiert. 
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Bei diesem Reinigungsschritt konnten farblose Lésungen erhalten werden. Die 
Aktivitatsverluste sind dabei sehr gering. 


6. Schritt. Um die bei der Calciumphosphatgelbehandlung in die Proteaselésung 
eingebrachten Salze zu entfernen, wird sie 4 Std lang bei 4° C gegen das 500- bis 
1000fache Volumen destillierten Wassers dialysiert. 


7. Schritt. Mit der wiederum praktisch salzfreien Lésung (20 em?) wurde schlieB- 
lich die letzte Acetonfallung vorgenommen. Die Protease war nach Zugabe von 
5 Vol. Aceton zu 10 Vol. Lésung praktisch total ausgefallt. Die Fallung wurde ab- 
zentrifugiert, in wenig destilliertem Wasser gelést und die Lésung in gefrorenem 
Zustand getrocknet. 


Auf dem geschilderten Weg war es méglich, im giinstigsten Fall 25—30°/, der 
in den Kulturfiltraten enthaltenen Protease in fester Form zu gewinnen. Die 
spezifische Aktivitét der Endprodukte schwankt zwischen 700—1000 MGE/mg 
und ist damit ebenso hoch wie die fiir Subtilisin und Nagarse angegebene. Die 
Praparate sind nicht kristallin; die Kristallisation von Nagarse ist erst durch 
Chromatographie an Ionenaustauschern gelungen, doch zeigt die kristallisierte 
Nagarse gegeniiber der amorphen keine erhéhte Wirksamkeit. Unsere Proteinase C 
zeigt sich bei der Papierelektrophorese als einheitliche Ninhydrin-positive Substanz. 


2. Vergleichende Untersuchungen mit Subtilisin, Nagarse und 
Proteinase C 


a) Verhalten im elektrischen Feld 


Fiir diese Vergleiche stand auBer Nagarse eine kleine Menge Subtilisin 
zur Verfiigung. Mit Hilfe der Niederspannungselektrophorese nach WIE- 
LAND u. FiscHEr (1948) und der Hochspannungselektrophorese auf Papier 
nach WIELAND u. PFLEIDERER (1957b) wurde die Beweglichkeit der 
3 Proteinasen im elektrischen Feld, bei Variation der Puffer und deren 
px untersucht. Folgende Puffer wurden bei der Niederspannungselektro- 
phorese verwendet: 0,1 m Veronalpuffer py 9,4 und 8,0; 0,15 m Phosphat- 
puffer nach SOERENSEN py7,0 und 6,0;0,1m Citratpuffer nach MrcuaE.is 
px 4,0. Fiir die Hochspannungselektrophorese wurde neben Citratpuffer 
Pyridin-Eisessigpuffer py 6,5 angewandt. Als Tragerpapier diente 
Papier der Firma Schl. u. Sch. Nr. 2043b. Die Pherogramme wurden 
mit Ninhydrin oder Amidoschwarz entwickelt, auBerdem die Protease- 
aktive Bande nach der Methode von WALLENFELS u. V. PECHMANN (1951) 
durch Abklatsch auf Gelatinefilm identifiziert. 

In allen untersuchten Puffern und bei allen pu-Werten war die elektro- 
phoretische Wanderung der 3 Proteinasen gleich. Alle 3 wandern als 
Basoproteine zur Kathode. Bei Nagarse traten in der Niederspannungs- 
elektrophorese bei py 6,0, 8,0 und 7,0 sowie in der Hochspannungs- 
elektrophorese bei px 6,5 noch 2 weitere schwache Ninhydrin-positive 
Banden auf, die aber keine Proteaseaktivitat besaBen. Bei pu 9,4 war 
keine Wanderung der 3 Proteasen zu beobachten; dieser Befund stimmt 
mit dem von GUNTELBERG u. OTTESEN (1954) angegebenen isoelektri- 
schen Punkt von 9,4 fiir Subtilisin iiberein. 
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b) Vergleich der UV-Absorptionsspektren 
Die UV-Spektren der 3 Proteinasen stimmen in ihrem Verlauf (Mini- 
mum bei 250 mu, Maximum bei 278 my, Tryptophanspektren) véllig und 
in der Gré8e der Extinktion innerhalb weniger Prozente tiberein. 


c) Sedimentationskonstanten1 


Fiir Proteinase C erhielt man bei 0,5°/,iger Lésung in m/15 Phosphat- 
puffer vom px 7,0 bei 17,5° 


S = 2,88 + 0,1 - 10-18 CGS-Einheiten, 
fiir Nagarse in 1°/,iger Losung bei 18,5° 
S = 2,92 + 0,02 - 10-38, 


Der fiir Subtilisin aus der Literatur (GiNTELBERG u. OTTESEN 1954) 
ersichtliche, fiir 20° angegebene und fiir Wasser als Lésungsmittel 
korrigierte Wert ist 
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er stimmt also mit dem hier fiir die anderen Proteinasen ermittelten 
sehr gut tiberein. 


d) Aminoséure-Zusammensetzung 


Wie durch 2dimensionale Papierchromatographie oder Pherochro- 
matographie (WIELAND u. PFLEIDERER 1957b) der Totalhydrolysate 
(20 Std mit 6n HCl bei 105°) von Nagarse und Proteinase C ermittelt 
wurde, enthalten beide Enzyme in qualitativ véllig gleichartiger Weise 
die Aminoséuren Alanin, Arginin, Asparaginsiure, Glutaminsaure, 
Glycin, Histidin, Isoleucin und/oder Leucin, Methionin (wenig), Prolin, 
Phenylalanin, Serin, Threonin, Tyrosin und Valin. Der Gehalt an Trypto- 
phan, das bei der sauren Hydrolyse zerstért wird, gibt sich in den 
UV-Spektren (s. oben) zu erkennen. Dieselben Aminoséuren fanden die 
japanischen Autoren (MaTsuBARA u. a. 1958a) in Nagarse. 


e) Bestimmung des Amino-endstindigen Bausteins 


Eine weitere Vergleichsméglichkeit bot die Bestimmung der Amino- 
Endgruppen nach Sanger u. THompson (1950) mit 2,4-Dinitro-fluor- 
benzol. Dazu wurden die gleichen Mengen von Nagarse und Proteinase C 
(5 mg) nach der angefiihrten Vorschrift dinitrophenyliert, totalhydroly- 
siert, anschlieBend die atherléslichen DNP-Aminosaéuren mit Ather 
extrahiert, diese nach Abdampfen des Athers in Essigester aufgenommen 
und sowohl der Essigesterextrakt als auch die wiBrige Phase der Ather- 
extraktion auf einen Papierbogen aufgetragen. Es wurde absteigend im 


1 Fiir die Ausfithrung dieser Bestimmungen sind wir Herrn Dipl.-Chem. K.Marx 
im Laboratorium von Prof. Dr. Staurr, Frankfurt am Main, zu Dank verpflichtet. 
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Lésungsmittel Butanol/Ammoniak bei einer Laufzeit von 40 Std chro- 
matographiert. Folgende DNP-Aminoséuren konnten nachgewiesen 
werden: Im Essigesterextrakt DNP-Asparaginsaure, DNP-Alanin, DNP- 
Valin, DNP-Glycin oder DNP-Serin, in der waBrigen Phase e-DNP-Lysin. 
Nachdem diese Versuche abgeschlossen waren, wurde uns eine Ver- 
offentlichung von OTTESEN u. GREEN-SCHELLMAN (1957) zuganglich. 
Diese befaBt sich mit der Amino-Endgruppen-Bestimmung am Subtili- 
sin. Bei der direkten Dinitrophenylierung des Subtilisins erhalten die 
genannten Autoren ebenfalls ein komplexes DNP-Aminosduregemisch. 
Sie fithren folgende DNP-Aminosauren an: DNP-Serin, DNP-Glycin und 
DNP-Alanin, ferner DNP-Lysin. Durch quantitative Dinitrophenylie- 
rungsversuche an mit Diisopropylfluorophosphat gehemmtem Subtilisin 
finden sie je Mol Subtilisin ein Mol DNP-Alanin als Amino-Endgruppe. Sie 
fiihren das Auftreten von mehreren DNP-Aminosauren bei der Dinitro- 
phenylierung des ungeschtitzten Enzyms auf eine Autolyse der Proteinase 
unter den bei der Dinitrophenylierung angewandten Bedingungen zuriick, 
was wohl auch fiir unsere Befunde zutrifft. Von Matsubara u. NISHIMURA 
(1958b) wird fiir Nagarse Alanin als einzige Endgruppe angegeben. 


f) Vergleich der enzymatischen Wirkung 

Eine weitere, bisher bei Proteinasen noch nicht ausgeniitzte Méglich- 
keit zur Feststellung von Identitat oder Verschiedenheit zweier Enzyme 
besteht darin, quantitativ ihre Aktivitét und Spezifitaét zu vergleichen. 

Mit Subtilisin hatten PFLEIDERER, JECKEL u. WIELAND (1957) einen 
proteolytischen Abbau der nativen Milchsiuredehydrogenase (LDH) aus 
Schweineherz beobachtet, der mit deren Inaktivierung einherging. 
Dieselbe Wirkung zeigen auch Proteinase C und Nagarse. Da vom Sub- 
tilisin keine Probe mehr zur Verfiigung stand, erstreckten sich die 
quantitativen Vergleichsversuche iiber den zeitlichen Verlauf der LDH- 
Inaktivierung auf die beiden letztgenannten Proteinasen. Die Ergebnisse 
gehen aus folgendem Protokoll hervor: 

2cm*® LDH-Lésung (1,98 mg Eiweif8 je Kubikzentimeter) in m/30 
Phosphatpuffer px 7,6 wurden mit 2 cm’ Nagarselésung (1 mg Nagarse/ 
em® entspricht 530 MGE/cm®) in m/30 Phosphatpuffer vom py 7,6 ver- 
setzt und nach den in Abb.2 (Abszisse) angegebenen Inkubationszeiten 
Proben entnommen und die LDH-Aktivitat mit Hilfe des Testes von 
Kusowirz u. Orr (1953) gemessen. 2 cm$ der gleichen LDH-Lésung wie 
oben wurden mit 2 cm?’ Proteinase C-Lésung (550 MGE/cm®) in m/30 
Phosphatpuffer py 7,6 versetzt; die Spaltung wurde wie oben verfolet. 
Blindwert: 2 em* LDH-Lésung wurden statt mit einer Proteinaselésung 
mit 2 cm* m/30 Phosphatpuffer py 7,6 versetzt. Die Versuchstemperatur 
war bei den 3 Versuchen, die gleichzeitig ausgefiihrt wurden, 20°. Das 
Ergebnis dieser Versuche ist in Abb.2 wiedergegeben. 
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Ausfiihrung des Testes von Kusowirz und Orr 


Die zu den verschiedenen Zeiten entnommenen Proben wurden mit m/15 Phos- 
phatpuffer im Verhaltnis 1:100 verdiinnt und diese verdiinnten LDH-Lésungen 
fiir den Test benutzt. Die Testcuvette wurde mit 2,8 em? m/15 Phosphatpuffer vom 
pu 7,2, 0,13 em? m/100 Brenztraubensaurelésung und 0,05 cm® einer Lésung von 
hydriertem Diphosphopyridin-nucleotid (50 mg DPNH in 4cm® H,0) gefiillt. Nach 
Zusatz von 0,02 em® der verdiinnten LDH-Loésung lauft die Brenztraubensaure- 
hydrierung ab. Bei dieser Reaktion wird DPNH verbraucht und es ist daher 
moglich, die Geschwindigkeit der Reaktion 
durch Messung der Extinktionsabnahme 
bei 366 mu zu verfolgen. Zur Bestimmung 
der LDH-Aktivitat wird immer im gleichen 
Extinktionsbereich die Zeit in Sekunden 
fiir die Extinktionsabnahme um 0,1 bei 
366 mu gemessen. 

Man sieht, daB bei der vergleichen- 
den kinetischen Messung des Eiweib- 
abbaus kein Unterschied zwischen 
Nagarse und Proteinase C_ besteht. 
Wie durch Parallelversuche unter 
Verwendung des Kunrrz-Tests gezeigt 
wurde, liegt der inaktivierenden 


Wirkung auf LDH aus Schweineherz = g 20 W 70 80 min 
(oder Rinderherz) durch die bak- LInhubotionszelt 
teriellen Proteinasen tatsaichlich eine Abb.2 
Spaltung des Proteins zugrunde. Zeitlicher Verlauf des LDH-Aktivitatsabfalles 
: E mit Nagarse oO——9 und Proteinase C x--—-x, 
Dies steht im Widerspruch zu den Bilndwert A—-- A 


Angaben der japanischen Autoren, 

die fiir Nagarse die Eigenschaft beschreiben, im allgemeinen nur dena- 
turierte Proteine anzugreifen, wobei ausdriicklich die Stabilitat der 
nativen LDH aus Rinderherzen hervorgehoben wird (SeKuzu u.a. 1957). 
Lediglich Katalase soll dem direkten proteolytischen Angriff rasch 
zuginglich sein. Die Resistenz anderer nativer Enzyme wie Biolase oder 
Phosphoglycerinaldehyd-dehydrogenase gegeniiber Nagarse und Pro- 
teinase C konnte von uns bestatigt werden. 


Zum Vergleich der Spezifitaten wurde die in anderem Zusammenhang 
so nititzliche Fingerabdruck- (Fingerprint )-Methode herangezogen. LaBt 
man auf ein und dasselbe Protein 2 Proteinasen verschiedener Spezifitat, 
die demgemaB das Substrat an verschiedenen Stellen spalten, einwirken, 
so werden dabei Peptidgemische erhalten, die sich im 2-dimensionalen 
elektrophoretisch-papierchromatographischen Bild sehr deutlich in der 
Anordnung der Peptidflecken unterscheiden. Umgekehrt darf die Uber- 
einstimmung des Musters von Spaltpeptiden im geschilderten Analyse- 
verfahren als Beweis fiir die Identitat der verwendeten Proteasen gelten. 
Wir haben LDH aus Schweineherz, sowohl im undenaturierten als auch 
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im denaturierten Zustand, einem solchen Abbau mit Proteinase C und mit 
Nagarse unter genau denselben Bedingungen unterworfen und bei den 
daraufhin angestellten papieranalytischen Analysen dieselben Muster der 
Spaltstiicke erhalten (WIELAND 1959). Dieses Ergebnis bildet eine weitere 
starke Stiitze fiir unsere Annahme, daB Nagarse, Proteinase C und viel- 
leicht auch Subtilisin, mit dem allerdings dieses Experiment nicht aus- 
gefiihrt werden konnte, zumindest duBerst ahnliche, wenn nicht identische 
bakterielle Proteinasen sind. Die immunchemische Analysentechnik ware 
vielleicht empfindlich genug, um etwa doch vorhandene geringfiigige 
Unterschiede aufzudecken. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


Die bekannten bakteriellen Proteinasen Subtilisin (aus Bacillus subtilis) 
und Nagarse (aus Bacillus subtilis N) werden mit einem Enzympraparat 
(Proteinase C) aus einer zunadchst noch unbestimmten Bacillus-Art ver- 
glichen. 

Auswahl des Proteinase-Produzenten und Ziichtungsmethoden werden 
beschrieben. Es handelt sich um einen Stamm von B. cereus, der als 
B. cereus F 9 d bezeichnet wird. Die systematische Einordnung und die 
Artverschiedenheit von den obengenannten zur Proteinasegewinnung 
verwendeten B. subtilis-Stémmen wird ausfiihrlich begriindet. 

Das analog zur Subtilisin-Isolierung aus den Kulturfiltraten von 
B.cereusF 9d rein gewonnene eiweiBspaltende Enzym ist von Subtilisin 
und Nagarse in folgenden Eigenschaften nicht zu unterscheiden: Anzahl 
der Milchgerinnungseinheiten je Milligramm (700—1000 MGE/mg), Ver- 
halten bei der Papierelektrophorese, Ultraviolettspektrum, Sedimen- 
tationskonstante, qualitative Aminosiiurezusammensetzung, Natur der 
am Aminoende stehenden Aminosiure (Alanin) und Kinetik des prote- 
olytischen Abbaus von Milchsiuredehydrogenasen, gemessen an der zeit- 
lichen Abnahme der Aktivitat. Da Nagarse und unser Enzym bei der 
Kinwirkung auf (native und denaturierte) Milchsauredehydrogenase 
weiterhin Gemische von Abbaupeptiden geben, welche im 2-dimen- 
sionalen papierelektrophoretisch/pa pierchromatographischenVerteilungs- 
muster (,,Mingerprint*’) tibereinstimmen, sind die verglichenen Protein- 
asen als auBerordentlich ahnlich, wenn nicht sogar als identisch 
anzusprechen. Es liegen also hier andere Verhiiltnisse vor, als bei den 
Penicillinasen aus B. subtilis und B. cereus, die sich nach Ergebnissen 
von MANSON u.a. (1954) deutlich voneinander unterscheiden, 


Herr G. Griss erfreute sich einer Sachbeihilfe durch die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft, wofiir auch hier gedankt sei. 
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